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Les moteurs mole´culaires constituent une classe remarquable de la machinerie mole´culaire du
vivant, et permettent d’assurer des mouvements, de´placements et catalyses intracellulaires, qui
sont plus rapides de plusieurs ordres de grandeur que ce que pourrait assurer une simple diﬀusion
brownienne. Ces moteurs mole´culaires consomment de l’e´nergie chimique, et leur mouvement
re´sulte d’un couplage me´cano-chimique dont la nature est encore mal comprise.
A la diﬀe´rence des syste`mes actine/myosine et kine´sine/tubuline qui ont e´te´ beaucoup
e´tudie´s, le fonctionnement de´taille´ des moteurs mole´culaires associe´s a` l’ADN sont moins bien
connus. Parmi ces moteurs, les polyme´rases assurant la re´plication et la transcription occupent
une place de choix.
Nous avons choisi d’e´tudier un syste`me prototype de cette classe de moteur, l’ARN po-
lyme´rase du phage T7, en utilisant les techniques d’e´tude a` l’e´chelle de la mole´cule unique.
Celles-ci permettent de suivre l’e´volution temporelle des nanode´placements de l’enzyme, mais
aussi -et cet aspect est central- d’imposer une force me´canique s’opposant au mouvement, et
d’e´tudier la re´ponse de l’enzyme. Ce type de me´thode permet donc d’e´tudier le couplage me´cano-
chimique au niveau de l’enzyme : l’application de la force permet de sonder quelles sont les e´tapes
du cycle catalytique couple´es au mouvement.
Ce manuscrit pre´sente trois expe´riences diﬀe´rentes. La premie`re qui constitue la partie princi-
pale de la the`se porte sur l’e´tude par mesure de force de la transcription par une ARN polyme´rase,
au niveau de la mole´cule unique. Les deux autres travaux sont e´galement des e´tudes a` l’e´chelle
de la mole´cule unique : mesure de la friction de l’ADN en rotation, et e´tude de l’inte´raction
spe´ciﬁque entre une endonucle´ase1 et une mole´cule d’ADN.
Le choix de l’ARN polyme´rase du bacte´riophage T7 (ARNPT7) comme objet d’e´tude est
motive´ par plusieurs raisons : cette enzyme pre´sente des homologies fortes avec la plupart des
polyme´rases, on peut donc espe´rer que son me´canisme sera partage´ par d’autres polyme´rases ;
elle n’est compose´e que d’une seule sous-unite´ et son fonctionnement normal de de´pend d’aucune
prote´ine re´gulatrice, ce qui permet de re´duire les parame`tres pour une e´tude in vitro. De plus,


















8 Chapitre 1. Introduction
sa vitesse importante permet de mieux en mesurer les variations.
Dans la conﬁguration choisie, l’enzyme est ﬁxe´e de fac¸on spe´ciﬁque a` une surface et transcrit
une mole´cule d’ADN dont une extre´mite´ est attache´e a` une microbille, elle-meˆme maintenue
dans un pie`ge optique. Pendant la translocation l’enzyme exerce une force sur la bille qui peut
eˆtre de´tecte´e.
Un des objectifs est de chercher a` caracte´riser le mode d’avance´e de l’enzyme en e´tudiant
comment la force de charge modiﬁe la vitesse de la polyme´rase.
Les deux autres e´tudes font suite aux expe´riences d’ouverture me´canique de l’ADN mene´es
au laboratoire depuis quelques anne´es. La conﬁguration utilise´e consiste a` tirer sur les extre´mite´s
des brins de l’ADN de fac¸on a` les se´parer a` la manie`re d’une fermeture e´clair.
La mesure de la friction en rotation s’inscrit dans l’e´tude de la dynamique d’ouverture et
fermeture de l’ADN : lors de l’ouverture, l’ADN tourne a` cause de la structure en double he´lice ;
si l’ouverture est re´alise´e tre`s rapidement, les eﬀets de friction en rotation deviennent mesurables.
Les phe´nome`nes de friction de rotation de l’ADN e´tant suppose´s jouer un roˆle e´ventuel dans
certains me´canismes biologiques, cette mesure indirecte constitue une information inte´ressante.
La conﬁguration utilise´e pour ouvrir l’ADN est particulie`rement adapte´e pour l’e´tude des
interactions entre ADN et prote´ine : elle permet en eﬀet de ”forcer” la dissociation d’une enzyme
ﬁxe´e sur l’ADN. La me´thode est originale et peut fournir des informations concernant la recon-
naissance de la se´quence spe´ciﬁque de l’enzyme et l’interaction entre l’enzyme et cette se´quence.
L’enzyme EcoR V est un mode`le inte´ressant comme on le justiﬁera dans le chapitre consacre´ a`
cette expe´rience.
Le chapitre 2 qui suit est consacre´ au me´canisme de la transcription, et a` la structure cristal-
lographique de l’ARN polyme´rase du bacte´riophage T7. Les chapitres 3 consacre´ a` la description
du montage, et 4 consacre´ aux aspects pratiques de la mise en place d’une expe´rience, sont com-
muns aux trois travaux. Le chapitre 5 rassemble les re´sultats expe´rimentaux obtenus concernant
la transcription, ainsi que leur traitement. La mesure de friction sur l’ADN et l’e´tude de l’inter-
action ADN-EcoR V sont respectivement pre´sente´s dans les chapitres 6 et 7. Le lecteur trouvera




















Me´canisme de la transcription et structure
de l’ARN polyme´rase de T7
2.1 Introduction
L’objet de ce chapitre est tout d’abord de rappeler les e´tapes clefs du processus de transcrip-
tion en ge´ne´ral puis plus spe´ciﬁquement pour l’ARN polyme´rase du bacte´riophage T7 (ARNPT7)
(cf. annexe 9.1 pour des notes concernant le phage T7). Apre`s avoir de´crit la synthe`se des acides
nucle´iques, on rappellera succinctement les connaissances actuelles sur le me´canisme de la trans-
cription chez l’ARNPT7. Les re´sultats des e´tudes concernant la structure de la prote´ine, ou
des comparaisons de se´quences de diﬀe´rentes polyme´rases seront e´galement pre´sente´s. Enﬁn une
description de la structure tridimensionnelle de l’ARNPT7 illustrera les diﬀe´rentes fonctions que
remplit l’enzyme (la lecture de cette description n’est pas indispensable pour la compre´hension
de la suite).
2.2 Me´canisme de la transcription de l’ARN polyme´rase de T7
2.2.1 Description ge´ne´rale de la transcription
L’acide de´soxyribonucle´ique (ADN) est la mole´cule qui contient l’information ge´ne´tique de
chaque eˆtre vivant. Elle est constitue´e de deux brins apparie´s, enroule´s en double he´lice. Chaque
brin re´sulte d’un assemblage line´aire d’unite´s e´le´mentaires de´nomme´es nucle´otides (cf. ﬁgures 2.1
et 2.2). Chaque nucle´otide porte une base azote´e : l’ade´nine (A), la thymine (T), la cytosine
(C) ou la guanine (G). C’est la se´quence de nucle´otides qui de´ﬁnit l’information ge´ne´tique.
Une partie de l’information (les ge`nes) est utilise´e notamment pour la synthe`se des prote´ines :
on parle de l’expression d’un ge`ne. Un ge`ne est tout d’abord copie´ sous la forme d’un acide
nucle´ique simple brin, l’acide ribonucle´ique (ARN) : c’est l’e´tape de transcription, catalyse´e par
une polyme´rase. La copie sous forme d’ARN subit e´ventuellement des transformations (e´pissage,
e´dition, modiﬁcations, transport...) puis est traduite par les ribosomes qui assemblent les acides


















10 Chapitre 2. Me´canisme de la transcription et structure de l’ARN polyme´rase de T7
prote´ines est appele´ ARN messager (ARNm) ; les polyme´rases synthe´tisent d’autres ARN : les
ARN ribosomaux, les ARN de transfert (ARNt) ou certains ARN catalytiques.
Une polyme´rase de´signe plus ge´ne´ralement une prote´ine qui catalyse l’assemblage de nucle´otides
tout en se de´plac¸ant sur un substrat. Le substrat peut eˆtre l’ADN ou l’ARN ; le produit de la
re´action est lui aussi un ADN ou un ARN. Dans le cas particulier de la transcription, le substrat
est l’ADN et le produit l’ARN : on parle d’ARN polyme´rase (ARNP) ADN-de´pendante. Les
ADN polyme´rases (ADNP) ADN-de´pendantes sont implique´es dans le me´canisme de re´plication
de l’ADN : lors de la division cellulaire, l’information ge´ne´tique est duplique´e. Les ADNP ARN-
de´pendantes sont aussi appele´es transcriptases inverse (RT1) : ce sont souvent des polyme´rases
virales (comme la RT du Virus de l’Immunode´ﬁcience Humaine (VIH)) chez qui l’information
est stocke´e sous forme d’ARN puis est utilise´e une fois transcrite en ADN.
La transcription se de´roule en trois e´tapes : (i) l’initiation consiste en la reconnaissance, par la
polyme´rase, d’une se´quence spe´ciﬁque appele´e promoteur, sur laquelle elle se ﬁxe ; le promoteur
marque en quelque sorte le de´but d’un ge`ne ; (ii) l’e´longation, dont on de´crit sche´matiquement le
principe sur la ﬁgure 2.3 est la phase durant laquelle la polyme´rase copie l’information ge´ne´tique
sous forme d’ARN ; (iii) la terminaison marque la ﬁn de la transcription : une se´quence spe´ciﬁque
arreˆte la polyme´rase qui se dissocie de l’ADN et de l’ARN. De fac¸on ge´ne´rale pour les ARNP, de
nombreuses prote´ines interviennent au cours de ces trois e´tapes pour agir sur la transcription ;
elles sont importantes pour la re´gulation de l’expression des ge`nes. L’ARNPT7, polyme´rase de
phage, a la particularite´ de fonctionner sans ces facteurs transcriptionnels2.
Quelque soit le substrat et le produit, une polyme´rase catalyse la synthe`se d’un acide
nucle´ique. En assemblant chaque partie e´le´mentaire de cet acide nucle´ique elle consomme de
l’e´nergie. A chaque incorporation d’un nucle´otide a lieu une re´action d’hydrolyse qui libe`re de




+ NTP → (NMP )n+1
ARN
+ PPi
Le nucle´otide est de´grade´ et le re´sidu H4P2O7 est appele´ pyrophosphate (PPi). La variation
d’e´nergie libre lors de cette re´action peut s’e´crire sous la forme :
∆G = ∆G0 + RT ln
[PPi]
[NTP ]
Le terme ∆G0 est de´termine´ dans des conditions standards (1M [PPi] et 1M [NTP]). Il vaut
∼ -2 kcal/mol [5]. Les PPi et les NTP de´placent l’e´quilibre de la re´action : la pre´sence de PPi
favorise la pyrophosphorylation, i.e. la de´polyme´risation de la chaˆıne d’ARN, celle des NTP
favorise la polyme´risation. Dans les conditions des expe´riences pre´sente´es (cf. pages 85 et 100)
la concentration en NTP est tre`s largement supe´rieure a` celle des PPi (1000 fois environ), et la
variation totale d’e´nergie libre est comprise entre -6 et -7 kcal/mol, ce qui repre´sente un gain de
10 a` 12 kT a` chaque incorporation.
1On note par la suite RT pour transcriptase inverse (”reverse transcriptase”)


















2.2. Me´canisme de la transcription de l’ARN polyme´rase de T7 11
Fig. 2.1 – Un nucle´otide est compose´ d’une base, d’un sucre et d’une partie tri-, di-, ou mono-
phosphate.(a) : repre´sentation de l’ade´nosine monophosphate (AMP), nucle´otide monophosphate
dont la base est l’ade´nine. (b) : une diﬀe´rence entre les ribonucle´otides (NTP) formant l’ARN
et les de´soxyribonucle´otides (dNTP) formant l’ADN ; les NTP portent un ribose, avec un grou-
pement OH sur le carbone 2’ (a` gauche), les dNTP portent un de´soxyribose ou` le groupe OH
n’est pas pre´sent. La tymine de l’ADN est remplace´e par l’uracile chez l’ARN : ce sont les seules


















12 Chapitre 2. Me´canisme de la transcription et structure de l’ARN polyme´rase de T7
Fig. 2.2 – Sche´matisation de l’hybridation de deux brins d’ADN. Les brins sont oriente´s ; on
repe`re le sens par le carbone se trouvant a` l’extre´mite´ du brin (3’ ou 5’). Les nucle´otides de chaque
brin sont assemble´s par une liaison phosphodiester. Les brins sont apparie´s par les bases : A avec
T et C avec G. Ces liaisons sont faibles (de l’ordre de kT) compare´es aux liaisons covalentes
joignant les nucle´otides de chaque brin. Plus spe´ciﬁquement, les liaisons CG sont plus fortes
que les liaisons AT (3 liaisons hydroge`nes pour CG contre deux pour AT). Sans contrainte
exte´rieure, l’ADN double brin adopte une conformation en he´lice (qui n’est pas symbolise´e sur
la ﬁgure) appele´e ADN-B dont les caracte´ristiques sont : rayon moyen de 2 nm, 10.5 bases par


















2.2. Me´canisme de la transcription de l’ARN polyme´rase de T7 13
Fig. 2.3 – Sche´matisation du processus de transcription. La polyme´rase avance sur l’ADN a` la
manie`re d’un train sur des rails. A chaque pas, la polyme´rase incorpore un nucle´otide provenant
de la solution dans la chaˆıne d’ARN qu’elle synthe´tise. Pour cela, elle ouvre partiellement la
double he´lice d’ADN (formation de la bulle de transcription) ; l’ordre d’incorporation est base´e
sur l’appariement des paires de bases : les nucle´otides incorpore´s sont comple´mentaires du brin
d’ADN copie´ (brin du bas sur le sche´ma). Lors de l’incorporation, la partie triphosphate de NTP
(sche´matise´e par trois points) est clive´ dans une re´action chimique de´gageant de l’e´nergie (voir
texte) et libe´rant du pyrophosphate (PPi).
2.2.2 Enzymologie
Le type de re´action, dans laquelle on distingue deux e´tapes principales : ﬁxation d’un substrat
par une seule entre´e puis catalyse, est de´crit par le sche´ma re´actionnel suivant :
E + S k1↔
k−1
ES
kcat→ E + P
ou` E repre´sente l’enzyme, S le substrat et P le produit de la re´action. Dans le cas de la
transcription, E de´signe l’enzyme complexe´e a` l’ADN et a` l’ARN naissant3 ; S et P de´signent
respectivement : le NTP et le pyrophosphate. k−1 et kcat sont des constantes dites du pre-
mier ordre (en s−1) et k1 est une constante du second ordre (en s−1M−1). La seconde e´tape,
inde´pendante de la concentration en substrat, constitue la catalyse de la re´action. Si la re´action
a atteint l’e´tat stationnaire (les concentrations [E], [S] et [ES] n’e´voluent plus en fonction du
temps) et que la re´action inverse :
E + P → ES
n’est pas permise, dans la mesure ou` la concentration [P ] est conside´re´e comme quasi nulle,
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la vitesse de re´action est donne´e par V = kcat.[ES] ; la vitesse maximale VM est obtenue quand
toutes les enzymes pre´sentes re´agissent : VM = kcat.[E]tot, avec [E]tot = [E] + [ES].
Dans ce cas, la vitesse de re´action (i.e. la vitesse d’un cycle d’incorporation d’un NTP) est











ou` d est le pas de l’enzyme, Etot la concentration totale d’enzyme, VM est la vitesse maximale
de re´action, correspondant a` la limite de V quand [S] tend vers l’inﬁni, et Km est la constante de
Michaelis qui ve´riﬁe : V (Km) = VM/2. Le Km est relie´ a` l’aﬃnite´ du substrat pour le site actif
de l’enzyme. Notamment, si kcat  k−1, i.e. si l’e´tape de catalyse est lente devant la dissociation
enzyme-substrat, Km ≈ k−1/k1 = KD, i.e. la constante de dissociation du complexe ES. 4
L’e´quation de Michaelis-Menten est obtenue par un raisonnement sur la re´action d’un en-
semble d’enzyme et de substrat. On peut aboutir au meˆme re´sultat par un autre raisonnement,
(de´veloppe´ par Ninio [76]) en conside´rant une seule enzyme. C’est une approche plus intuitive
du fonctionnement de l’enzyme. Les hypothe`ses sont les suivantes [77] :
1. le processus est probabiliste
2. les re´arrangements dus aux changements d’e´tat ont une dure´e ne´gligeable. Une constante
k du premier ordre de´crit la fre´quence de transition (i.e. la probabilite´ de transition par
unite´ de temps)
3. lors d’une transition dont la constante de re´action associe´e est k, la probabilite´ de transition
pendant l’intervalle de temps dt est k.dt.
Dans le cas d’une re´action a` une entre´e, dans laquelle la catalyse est irre´versible :
E + S k1↔
k−1
ES
kcat→ E + P
k1 correspond a` la fre´quence d’association par unite´ de concentration de substrat. Si on de´ﬁnit
ta comme le temps moyen d’attente de l’enzyme avant que le substrat n’arrive, on a simplement :
ta=1/(k1[S]). On de´signe ensuite par tr le temps moyen que l’enzyme passe avec son substrat
(i.e. dans l’e´tat ES) avant d’eˆtre de nouveau libre, et par p la probabilite´ que la re´action de
catalyse ait lieu (1-p est alors la probabilite´ que le complexe ES se dissocie). Le temps moyen
d’un cycle association-dissociation (avec une probabilite´ p d’aboutir au produit) est donc la
somme ta+ tr. Soit θ le temps moyen pris par l’enzyme pour transformer le substrat (association
+ catalyse) ; s’il n’y a pas de dissociation, le temps total est ta+ tr, s’il y a dissociation, le temps
total est ta + tr + θ ; en ponde´rant chacun des termes par leur probabilite´, on tire :
θ = p(ta + tr) + (1− p)(ta + tr + θ)
Soit :




























Avec p = tr.kcat, (1 − p) = tr.k−1, conforme´ment a` la troisie`me hypothe`se. On identiﬁe les
constantes VM et Km : VM = p/tr, Km = 1/k1tr.
De nombreux sche´mas conduisent a` une cine´tique Michaelienne. Quelques uns sont e´nume´re´s
ci-dessous :
E + S ↔ (ES)1 ↔ (ES)2 ↔ ...↔ (ES)n → E + P (1)








E1 + S ↔ E1S → E1 + P

E2 + S ↔ E2S → E2 + P
(4)
E1 + S ↔ E1S → E1 + P

E2 + S ↔ E2S → E2 + P
(5)
On peut par exemple ajouter autant d’e´tapes que l’on veut entre la formation du complexe
ES et la catalyse (sche´ma (1)). Si on ajoute un embranchement sur une des e´tapes (sche´mas
re´actionnels (2) et (3)), le VM et le Km sont modiﬁe´s, mais la cine´tique reste Michaelienne.
Dans le cas de la transcription, la pre´sence de trois espe`ces de ”mauvais” nucle´otides a` chaque
incorporation n’aﬀecte pas la cine´tique : elle reste Michaelienne [76]. La re´action peut eˆtre
de´crite par le sche´ma (3) ou` l’entre´e d’un mauvais NTP fait passer l’enzyme vers l’e´tat (ES)∗
incompe´tent. De meˆme les sche´mas 4 et 5 me`nent a` une cine´tique Michaelienne.
Pour ve´riﬁer si la cine´tique de la re´action est Michaelienne, il est plus simple de repre´senter
l’inverse de la vitesse en fonction de l’inverse de la concentration en substrat ; dans cette
repre´sentation, dite de Lineweaver-Burke, on doit obtenir une droite (voir ﬁgure 2.4) si la re´action
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Fig. 2.4 – Relation entre la vitesse de re´action V et la concentration en substrat [S] (en haut),
et entre 1/V et 1/[S] (en bas) dans un processus du type Michaelis-Menten (cf. e´quation 2.2.1).
Dans cette repre´sentation (dite de Lineweaver-Burke), l’intersection de la droite avec l’axe ver-
tical est 1/VM , la droite coupe l’axe des abscisses en -1/Km, et la pente de la droite correspond













1/V a la dimension d’un temps, et est la somme de deux termes, dont un de´pend de la
concentration en substrat [S]. Dans le cas de la transcription, 1/V repre´sente le temps que
met la polyme´rase pour incorporer un nucle´otide dans la chaˆıne d’ARN (le temps du cycle
d’incorporation), et 1/[S] est relie´ a` la dure´e entre deux collisions entre un NTP et la polyme´rase.
Le temps inde´pendant de la concentration en nucle´otide (1/VM ) se rapporte a` l’e´tape de catalyse,
et le temps proportionnel a` 1/[S] (Km/VM [S]) se rapporte a` la ﬁxation du nucle´otide dans le
site actif.
Dans les exemples pre´ce´dents, le sche´ma re´actionnel est line´aire (1), ou bien il n’y a qu’un
embranchement a` chaque fois (2 a` 5). S’il existe deux interconnexions, comme dans le sche´ma
suivant :
E1 + S ↔ E1S → E1 + P
 
E2 + S ↔ E2S → E2 + P
on peut montrer que la cine´tique change. Au lieu de faire intervenir deux constantes comme
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Fig. 2.5 – Relation entre l’inverse de la vitesse et l’inverse de la concentration en substrat dans un
me´canisme non-Michaelien de´crit par l’e´quation 2.2.2. La courbes posse`dent deux asymptotes.
Deux cas sont possibles suivant la valeur des coeﬃcients : la de´rive´e de 1/V croˆıt avec 1/[S]
(ﬁgure du haut) ou elle de´croˆıt quand 1/[S] augmente (ﬁgure du bas). Ici, les valeurs choisies
sont : a=0.25 b=1 c=0.75 d=1 pour la courbe du haut, a= b= d= 1 et c= 10 pour celle du bas.
V =
aS + bS2
1 + cS + dS2
(2.2.2)
Pour un tel me´canisme, la courbe 1/V en fonction de 1/[S] n’est plus une droite, mais
a la forme d’une sigmo¨ıde5 donne´e sur la ﬁgure 2.5. Les quatre constantes a, b, c et d de
l’e´quation 2.2.2 de´ﬁnissent deux e´quations de droite qui repre´sentent les asymptotes de la courbe :
5Une cine´tique non-Michaelienne peut signer l’eﬀet d’une alloste´rie. Les enzymes alloste´riques sont
ge´ne´ralement compose´es de plusieurs sous-unite´s identiques associe´es (des protome`res) qui existent sous au moins
deux conformations diﬀe´rentes. Les protome`res interagissent avec des me´tabolites re´gulateurs appele´s ”modula-
teurs” ou ”eﬀecteurs”. Ces derniers se ﬁxent de fac¸on non covalente sur la prote´ine ; le taux d’occupation des
sites de ﬁxation sur les protome`res de´termine la conformation de l’enzyme. Ce principe a e´te´ e´nonce´ pour la
premie`re fois par Monod et al. [12] pour expliquer la cine´tique de ﬁxation de l’oxyge`ne sur l’he´moglobine. Le
sche´ma re´actionnel peut eˆtre complique´ suivant le nombre de sites disponibles pour les eﬀecteurs, et la cine´tique















































Deux cas de ﬁgure sont possibles suivant les pentes des asymptotes : la de´rive´e de 1/V croit
avec 1/[S] ou bien elle de´croit avec 1/[S].
Un tel comportement a e´te´ observe´ par Foster et al. [75] sur l’ARNP d’E. coli, avec une
pente de 1/V qui croit en fonction de 1/[S].
On de´crit maintenant plus en de´tail les trois e´tapes de la transcription : initiation, e´longation
et terminaison, chez l’ARNPT7.
2.2.3 L’initiation
L’initiation consiste tout d’abord en la reconnaissance par la polyme´rase d’une se´quence
promoteur sur l’ADN a` transcrire. La se´quence dite consensuelle du promoteur de l’ARNPT7
contient 23 bases, note´es de -17 a` +6, +1 correspondant a` la premie`re base transcrite :




On peut diviser cette se´quence en trois parties. La premie`re partie de -17 a` -6 constitue
la se´quence de reconnaissance spe´ciﬁque. Une mutation ponctuelle dans cette se´quence d’ADN
diminue l’aﬃnite´ de la polyme´rase pour le promoteur.
La seconde partie, de -4 a` -1 est compose´e de la se´quence TATA, importante pour la
se´paration des deux brins d’ADN au niveau du promoteur, et commune a` de nombreuses
se´quences promoteur d’autres polyme´rases : la liaison polyme´rase-promoteur entraˆıne une cour-
bure de l’ADN pouvant favoriser l’ouverture de la double he´lice au niveau de la se´quence TATA.
Le passage a` l’e´tat ”promoteur ouvert” pre´sente une cine´tique rapide mais est thermodynami-
quement de´favorable. L’e´tat ouvert ne peut eˆtre stabilise´ que par l’hybride ARN :ADN. Pour
cela, une grande concentration en nucle´otides est ne´cessaire. Une trop faible concentration ne
permet pas a` la polyme´rase de de´marrer la transcription.
La troisie`me partie, de +1 a` +6, rassemble les premie`res bases transcrites par la polyme´rase.
La transcription de ces bases est la phase dite abortive, et est caracte´rise´e par des cycles multiples
de dissociation/re´initiation avec transcription de quelques bases et relargage de l’ARN transcrit.
Pendant cette phase, le complexe ADN-polyme´rase est peu stable et la polyme´rase reste en
contact avec la se´quence de reconnaissance spe´ciﬁque. Au cours de ces cycles, la polyme´rase
a une probabilite´ de transcrire plus que quelques bases et de passer a` un e´tat plus stable :
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l’aﬃnite´ polyme´rase-promoteur, mais aussi pour le passage vers l’e´longation. La phase abortive
de´pend cependant de la se´quence a` transcrire et du promoteur ; elle peut alors dans certains cas
avoir lieu sur plus de 6 bases.
La polyme´rase avance jusqu’a` la position +8 en e´tant toujours lie´e au promoteur. Pour ce
faire, elle doit soit s’e´tirer, soit comprimer l’ADN. L’explication ge´ne´ralement retenue de ce
phe´nome`ne est la dernie`re, dite du ”scrunching”6. Ce mode`le semble conﬁrme´ par la structure
du complexe d’initiation ainsi que par diverses e´tudes [35, 10, 40].
Quand l’hybride ARN :ADN atteint une longueur de 8 a` 11 bases, l’encombrement de l’ADN
accumule´ entraˆınerait le de´tachement de la polyme´rase du promoteur. Temiakov et al. [55] ont
suppose´ que des interactions entre une partie de l’enzyme et l’ARN sortant puissent contribuer
aussi a` l’abandon de la phase abortive par un me´canisme alloste´rique (i.e. un changement de
conformation de la prote´ine). En utilisant une me´thode originale7, Mukherjee et al. [40] ont pu
e´tablir des contacts existants entre polyme´rase, ADN et ARN, en de´duire les changements de
conformations de certains domaines, couple´s a` l’avance´e de l’enzyme sur l’ADN, a` diﬀe´rentes
e´tapes de l’initiation jusqu’a` l’e´longation (en +13). Leurs donne´es semblent conﬁrmer l’hypothe`se
du ”scrunching”.
Les changements de conformations qui accompagnent la passage a` l’e´longation seront discute´s
dans les parties 2.4 et 2.4.4.
2.2.4 L’e´longation
Les caracte´ristiques de la phase d’e´longation sont tre`s diﬀe´rentes de celles observe´es en phase
d’initiation. Le complexe ADN/polyme´rase/ARN en e´longation pre´sente une grande stabilite´ :




ou` kel de´signe la constante de vitesse pour avancer au nucle´otide suivant et kdiss la constante
de vitesse lie´e a` la dissociation du complexe polyme´rase-ADN. Dans le cas de l’ARNPT7 en
phase d’e´longation, kdiss  kel et donc : p  1.
Pour obtenir cette stabilite´ du complexe, la polyme´rase en e´longation e´tablit d’autres contacts
que ceux observe´s en phase d’initiation (cf. paragraphe 2.4.4).
Les valeurs des Km de l’ARNPT7 ont notamment e´te´ mesure´es par Guajardo et Sousa [74]
et Arnold et al. [79]. Le tableau suivant re´sume leurs re´sultats (les Km sont donne´s en µM) :
6L’autre hypothe`se d’e´tirement de la polyme´rase est appele´e ”inchworming” en anglais.
7Un agent portant un ion Fe2+ che´late´ est conjugue´ avec un acide amine´ particulier (la cyste´ine) place´ dans
des positions choisies dans la se´quence de la prote´ine ; l’ion Fe2+ ge´ne`re des radicaux OH· sous l’exposition a`
de l’eau oxyge´ne´e et induit une coupure localise´e de l’acide nucle´ique. L’analyse par gel d’e´lectrophore`se permet


















20 Chapitre 2. Me´canisme de la transcription et structure de l’ARN polyme´rase de T7
base Arnold [79] Guajardo [74]
A 76 ± 22 nd
C 34 ± 7 nd
G 76 ± 12 41 ± 5
U 33 ± 6 nd
Les Km d’Arnold et al. sont obtenus sur des transcrits longs de 2 a` 3 kb mais incluent
l’initiation. Le Km de Guajardo et Sousa est mesure´ en phase d’e´longation, sur un
poly(dC) (i.e. un ADN dont la se´quence est CCCCC...). Le Km est une variable qui
de´pend de manie`re signiﬁcative du contexte de se´quence, ce qui explique les diﬀe´rences
entre les valeurs mesure´es.
La ﬁde´lite´ de l’ARNPT7 est comparable a` celle du fragment Klenow8 : ∼1 erreur pour 20000
bases incorpore´es [29], bien que l’ARNPT7 ne pre´sente a priori aucune fonction de correction
d’erreur (”proofreading”) lie´e a` une activite´ exonucle´ase9. Les constantes de la re´action de py-
rophosphorylation :
NMP + PPi→ NTP
ont e´te´ mesure´es avec 1 mM PPi [29] (concentration des conditions physiologiques). Les
re´sultats montrent que la pyrophosphorylation (re´action inverse a` l’hydrolyse) n’est apparem-
ment pas un mode utilise´e par l’ARNPT7 pour la discrimination entre NTP correct et incor-
rects. La discrimination lors de l’incorporation fait donc intervenir un me´canisme de se´lection
particulie`rement eﬃcace sans doute base´ sur des contraintes ste´riques : une particularite´ d’un
appariement du type Watson-Crick est de garder constant la distance inter-brin quelque soit la
paire (AU ou GC) ; si cette distance caracte´ristique, signature du bon appariement, n’est pas
respecte´e, la polyme´rase est suppose´e ne pas pouvoir engager l’e´tape de catalyse.
Enﬁn, la vitesse de transcription de l’ARNPT7 a e´te´ mesure´e in vitro [62, 13, 31] et in
vivo [13, 14]. Elle est de l’ordre de 230-240 b/s a` 37◦C dans les deux cas. L’ARNPT7 est donc
beaucoup plus rapide que les autres ARNP (quelques dizaines de bases par secondes seulement
pour l’ARNP d’E. coli ou les ARNP d’eucaryotes supe´rieurs).
2.2.5 La terminaison
Pour l’ARNPT7, il existe deux types de se´quences ”terminatrices” : (i) les terminateurs
qui contiennent une se´quence permettant a` l’ARN de former une boucle10 qui de´stabilise les in-
teractions ARN/polyme´rase, et suivie d’une se´rie de U qui de´stabilise les interactions ARN :ADN
(comme les terminateurs ρ-inde´pendants de l’ARNP d’E. coli) ; (ii) les terminateurs qui contiennent
la se´quence synthe´tisant AUCUGUU (cf. paragraphe sur le domaine N-terminal page 29), suivie
8Fragment de l’ADNP d’E. coli obtenu par prote´olyse partielle, qui garde l’activite´ de polyme´risation mais
qui a perdu l’activite´ exonucle´ase 5’-3’, et qui porte une mutation supprimant l’activite´ exonucle´ase 3’-5’.
9Certaines ADNP ont la capacite´ d’inverser temporairement le processus d’incorporation si une erreur a e´te´
commise. C’est un processus de correction d’erreur.
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d’une se´rie de U. Cette se´quence a e´te´ trouve´ dans la jonction concatemer de l’ADN de T7, mais
elle y est non suivie de U ; elle pourrait alors agir comme site de pause.
La se´quence de terminaison est particulie`re : elle fait passer la processivite´ de ∼1 a` ∼0 ! Les
se´quences de terminaison doivent donc modiﬁer la structure du site actif aﬁn de diminuer la
constante d’e´longation kel, en meˆme temps qu’elles augmentent la constante de dissociation en
de´stabilisant le complexe ADN-prote´ine.
2.3 Les analyses de se´quences d’acides amine´s
L’analyse des se´quences prote´iques (enchaˆınement d’acides amine´s) et leur comparaison entre
espe`ces est la base de l’analyse de l’e´volution mole´culaire. En eﬀet, la conservation d’une se´quence
d’acides amine´s peut te´moigner de l’e´volution a` partir d’un anceˆtre commun. Ce type d’e´tude
fait partie des ”analyses structure-fonction”, qui proposent les se´quences jouant un roˆle essentiel
dans l’activite´ biologique et la structure des prote´ines : les se´quences partage´es sont suppose´es
eˆtre associe´es a` des fonctions communes au sein des prote´ines examine´es. Ce type d’analyse
permet alors de guider des expe´riences de mutagene`se (mutations ge´ne´tiques conduisant a` un
remplacement d’un ou de plusieurs acides amine´s dans la composition d’une prote´ine) en vue de
caracte´riser notamment les liens entre re´sidus et activite´ enzymatique.
On distingue plusieurs niveaux de structure pour les prote´ines11. La structure primaire cor-
respond a` la se´quence (ou l’enchaˆınement) des acides amine´s qui constituent la prote´ine. Les
acides amine´s peuvent interagir entre eux12 pour former des repliements particuliers : essentiel-
lement des he´lices, appele´es he´lices α, et des plans appele´s feuillets β. L’ARNPT7 par exemple
est compose´e essentiellement d’he´lices α. Ces repliements constituent la structure secondaire.
D’autres interactions entre domaines donnent enﬁn a` la prote´ine sa structure tridimensionnelle,
ces arrangements correspondent a` la structure tertiaire.
La comparaison de la composition en acides amine´s (alignement de se´quences) de diﬀe´rentes
polyme´rases a permis de distinguer des se´quences communes [1, 2, 3] appele´es motifs. Malgre´ les
diﬀe´rences entre les environnements (noyau de cellule eucaryote, mitochondrie ou cytoplasme
de bacte´rie) et/ou les organismes dans lesquels elles agissent, les polyme´rases a` une sous-unite´
pre´sentent des homologies (i.e. des se´quences d’acides amine´s identiques, relie´es a` une fonction
particulie`re de la prote´ine) qui permettent de les re´unir par ”familles”.
Il existe essentiellement deux niveaux d’homologie : a` travers toutes les familles, et a` l’inte´rieure
de chaque famille. Il existe aussi des motifs communs suivant le substrat de la polyme´rase (ADN
ou ARN). Les polyme´rases a` une sous-unite´ se rangent en quatre familles [1, 46, 47] :
1. la famille ”Pol I” comprenant le fragment Klenow de l’ADNP d’E. coli, l’ADNP des
bacte´riophages T5 et T7, l’ARNP de T3 et T7, l’ADNP I de Bacillus, l’ADNP de Thermus
Aquaticus (Taq)
2. la famille ”pol α” : les ADNP d’eucaryotes (dont l’ADNP humaine α), l’ADNP du bacte´riophage
T4, l’ADNP du bacte´riophage RB69
11voir aussi en annexe 9.6 pour plus de de´tails
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Fig. 2.6 – Alignements de se´quences de plusieurs polyme´rases : l’ADNP α humaine et l’ADNP
du bacte´riophage Rb69 pour la famille pol α ; l’ADNP d’E. coli et l’ADNP du bacte´riophage T7,
les ARNP des bacte´riophages T3 et T7, et la RT du VIH 1 pour la famille pol I ; l’ADNP β du rat
pour la famille pol β ; la sous-unite´ β’ de l’ARNP de Taq et la sous-unite´ la plus importante de
l’ARN polyme´rase II de la levure (yARNP II). En majuscule sont signale´s les re´sidus conserve´s.
Au sein d’une meˆme famille, on distingue des se´quence communes qui ne sont pas mises en
valeurs dans le tableau. On remarquera par exemple que les se´quences des phages T3 et T7 sont
quasiment identiques. Les similitudes peuvent apparaˆıtre par la conservations de re´sidus charge´s
ou hydrophobes (non indique´s dans le tableau). Pour plus de de´tail, voir [2, 3, 1]
3. les transcriptases inverses (RT) dont la RT du VIH 1 et la RT du virus Moloney murine
leukemia
4. l’ADNP β humaine et du rat
L’ADNP III bacte´rienne ne semble se ranger dans aucune des quatre familles et en formerait
peut-eˆtre une cinquie`me [47].
Les polyme´rases des familles Pol I, RT et β ont la meˆme forme tridimensionnelle, tradition-
nellement repre´sente´e par une main droite [6], alors que les polyme´rases de la famille Pol α
ont la forme d’un disque avec un trou central [48]. Toutes les polyme´rases partagent la meˆme
topologie pour le site catalytique, mise a` part la polyme´rase β qui pourrait avoir e´volue´ a` partir
d’un anceˆtre diﬀe´rent [46, 4].
Pour les familles Pol I et RT, on nomme commune´ment motifs A et C, les deux se´quences
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sont notamment conserve´s (cf. ﬁgure 2.6). On retrouve ces deux re´sidus : (i) chez la famille Pol
α, avec des se´quences alentours propres a` cette famille (nomme´es re´gion I et II) [48], (ii) chez
la polyme´rase β et (iii) chez les ARNP a` plusieurs sous-unite´s [53]. Le roˆle exact de ces deux
acides amine´s sera discute´ dans la partie suivante.
Un troisie`me motif est conserve´ parmi la famille Pol I, appele´ motif B, dont les acides amine´s
font des contacts avec le brin codant mais aussi avec le NTP entrant. Les trois re´sidus conserve´s
sont : une Lysine, une Tyrosine, et une Glycine13. On retrouve une re´gion similaire, avec les
trois acides amine´s, chez la famille Pol α (”re´gion III”) ; les re´sidus y ont la meˆme fonction, mais
la similitude serait un exemple d’e´volution convergente, plutoˆt qu’une e´volution a` partir d’un
anceˆtre commun [48]. Pour les polyme´rases ARN de´pendantes, il existe aussi un motif conserve´
(motif B’, non repre´sente´ sur la ﬁgure 2.6) qui fait des contacts avec l’ARN, i.e. jouant le meˆme
roˆle de contact polyme´rase-substrat [39, 2].
Enﬁn, un motif est partage´ avec les polyme´rases a` plusieurs sous-unite´s : T/DxxGR14 qui
fait des contacts avec le brin codant [39, 3]. Chez l’ARNPT7, ce motif se trouve pre`s du site actif
(421-425) et est implique´ dans les interaction ARN :ADN [58]. La se´quence est particulie`rement
bien conserve´e, mais elle n’a pas la meˆme fonction chez toutes les polyme´rases.
2.4 Structure tridimensionnelle de l’ARN polyme´rase de T7 et
fonctions associe´es aux diﬀe´rents domaines
Par la suite, on ne conside`re que les polyme´rases a` une sous-unite´ sauf pre´cision explicite.
La structure tridimensionnelle d’une enzyme est importante pour comprendre son fonction-
nement et quels contacts font certains acides amine´s avec son substrat. La seule connaissance
des se´quences prote´iques ne renseigne que partiellement sur l’arrangement tridimensionnel de la
chaˆıne d’acides amine´s, et sur les fonctions que peuvent remplir certaines se´quences.
Ce sont les e´tudes de radiocristallographie par rayon X ou de spectroscopie par RMN sur
les prote´ines seules ou sur les complexes prote´ine-substrat qui ont permis d’acce´der aux struc-
tures tridimensionnelles des prote´ines. En combinant ces re´sultats avec des expe´riences de bio-
logie mole´culaire mene´es sur des prote´ines modiﬁe´es ge´ne´tiquement (par mutation, insertion ou
de´le´tion15), des fonctions spe´ciﬁques de certains domaines des polyme´rases ont pu eˆtre identiﬁe´es.
L’ARNPT7, contrairement a` la majorite´ des polyme´rases, n’est compose´e que d’une seule
unite´16 de 883 acides amine´s. Ses dimensions sont 75x75x65 A˚3 et son poids mole´culaire est de
∼100 kg/mol [27]. Il existe aujourd’hui six structures cristallographiques publie´es de l’ARNPT7 :
une structure de la polyme´rase seule [27] ; une structure de la polyme´rase avec le lysozyme de
T7 [43], un inhibiteur connu ; une structure d’un complexe polyme´rase-promoteur [44] ; une
structure d’un complexe oligonucle´otide-polyme´rase en phase d’initiation [45], et enﬁn deux
13Pour la nomenclature des acides amine´s, cf. annexe 9.7 page 169
14T/D signiﬁe ”T ou D” : les ARNP portent un D (acide aspartique) et les ADNP un T (Thre´onine) ; x de´signe
n’importe quel acide amine´ : le second x est souvent conserve´ a` l’inte´rieur d’une famille.
15On modiﬁe le ge`ne codant pour la synthe`se de la prote´ine en changeant le code ge´ne´tique ; en exprimant le
ge`ne, on obtient une prote´ines avec un ou plusieurs acides amine´s modiﬁe´s, inse´re´s ou retire´s.
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structures du complexe en e´longation [60, 42]. A cette date, les structures en e´longation ne sont
pas disponibles ; celle du complexe d’initiation est repre´sente´e sur la ﬁgure 2.7.
2.4.1 Les domaines de l’ARNPT7 partage´s parmi les membres de la famille
Pol I
L’image courante employe´e pour de´crire la structure des polyme´rases de la famille pol I est
celle d’une main droite dont les doigts sont replie´s sur le substrat (a` la manie`re d’un coureur de
relais tenant le te´moin). La ”paume” repre´sente le site catalytique, les ”doigts” sont responsables
des principales interactions entre la prote´ine et le brin codant du substrat, et le ”pouce”, ﬂexible,
qui se replie sur le substrat, aurait pour fonction de ”tenir” l’ADN durant la transcription.
On de´crit ci-dessous ces diﬀe´rentes parties chez l’ARNPT7. Entre parenthe`se sont indique´s
les acides amine´s correspondant a` chaque domaine. Le ”de´coupage” de la se´quence de l’ARNPT7
correspond a` celui propose´ par Rui Sousa [26].
Le pouce (acides amine´s 330-414) est compose´ essentiellement d’une he´lice α. Des mutations
ou des de´le´tions dans cette re´gion diminuent la processivite´ et augmentent la dissociation entre
la polyme´rase et son substrat, chez l’ARNPT7 [32, 34], la RT du VIH [19] et le fragment Klenow
de l’ADNP d’E. coli [18].
Sur l’ARNPT7, la se´quence 391-395 est compose´e d’acides amine´s rassemblant des charges
positives, et faisant des contacts avec les ribo-phosphates de l’ARN, a` 4-6 bases de l’extre´mite´
3’. Cette observation est corrobore´e par les donne´es de Mukherjee et al. [40] qui concluent que
le pouce est susceptible de se courber vers l’ARN et le site actif lors de l’initiation, quand la
polyme´rase passe de +4 a` +6 ; la base du mouvement serait situe´ entre les re´sidus 388 et 393.
Ce changement de conformation est suppose´ stabiliser le complexe d’e´longation, et pourrait
eˆtre favorise´ par des interactions ARN :pouce. Des mutations dans cette se´quence accroissent
e´galement la dissociation [33]. Toutes ces observations laissent penser que le pouce a pour fonc-
tion de ”tenir” la polyme´rase sur l’ADN.
Les mutations B388A17 et Y385A ne re´duisent pas la stabilite´ du complexe d’e´longation mais
re´duisent l’apparition des pauses et des arreˆts a` la jonction concatemer de l’ADN de T7 18 [33],
sugge´rant un roˆle possible de ces re´sidus dans le me´canisme de reconnaissance des sites de pause
et d’arreˆt.
La paume (acides amine´s 414-448, 535-538, 787-819) est compose´e de quatre feuillets β,
et comprend les motifs conserve´s A et C. C’est le domaine dans lequel se trouve le site cata-
lytique, et notamment les deux re´sidus hautement conserve´s : les deux acides aspartiques, Asp
537 et Asp 812 pour l’ARNPT7. Des mutations de ces deux acides amine´s conduisent, suivant
la modiﬁcation eﬀectue´e, a` une perte comple`te ou tre`s importante de l’activite´ [31, 16]. Ces
deux re´sidus sont suppose´s eˆtre implique´s dans la stabilisation dans le site actif des ions Mg2+
17XnY signiﬁe : dans la chaˆıne d’acides amine´s composant la prote´ine, l’acide amine´ X, neme re´sidu de la chaˆıne,
est remplace´ par mutation ge´ne´tique par l’acide amine´ Y.
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Fig. 2.7 – Structure cristallographique d’un complexe d’initiation de l’ARNPT7 propose´e par
Cheetham et al. [45] (code 1QLN sur ProteinDataBank). Le domaine N-terminal est en jaune,
le pouce en vert, les doigts en bleu, la paume en rouge, la boucle C-terminale en orange, la boucle
de reconnaissance spe´ciﬁque en bleu clair, le groupement d’he´lices α en gris fonce´. Le brin codant
est en violet, le brin non codant en marron. On distingue l’ARN en vert fonce´ derrie`re les doigts,
le´ge`rement au dessus de la paume. La ﬂe`che orange indique la boucle β se´parant les deux brins
d’ADN, et la ﬂe`che verte indique l’extre´mite´ C-terminale, proche du site catalytique. L’he´lice α
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Fig. 2.8 – Structure d’apre`s Cheetham et al. [45]. Pour plus de clarte´, le groupements de 4
he´lices α, le domaine N-terminal et le pouce ont e´te´ retire´s. Les doigts sont en gris clair, la
paume en rouge, la boucle C-terminale en orange, la boucle de reconnaissance spe´ciﬁque en bleu
clair. Le brin codant est en violet, le brin non codant en marron, l’ARN est visible, en vert clair.
Les re´sidus Asp 537 et Asp 812 de la paume sont en bleu et les re´sidus Lys 631, Tyr 639 et Gly
640 des doigts sont en jaune, avec une repre´sentation diﬀe´rente (”spaceﬁll”). Ces cinq re´sidus
sont hautement conserve´s dans la famille Pol I (cf. texte). L’extre´mite´ C-terminale se trouve
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Fig. 2.9 – Me´canisme impliquant deux ions me´talliques dans la catalyse chez les ADNP [46],
ici Klenow. Pour l’ARNPT7, D705 et D882 sont a` remplacer respectivement par D537 et D812,
et les dNTP seraient remplace´s par des rNTP. Dans ce mode`le, les groupements COO− des
radicaux des acides aspartiques (Asp ou D) maintiennent les ions me´talliques (Mg2+ pour les
polyme´rases), qui favorisent la catalyse de la liaison phosphodiester.
catalysant la liaison phosphodiester (i.e. l’addition du NTP entrant a` l’extre´mite´ 3’ de la chaˆıne
d’ARN naissante). Le phosphate α du NTP entrant est place´ juste au dessus des deux acides
aspartiques. Chez l’ADNP de T7, les deux ions me´talliques sont situe´s a` proximite´ de ces acides
[50] (ﬁgure 2.9). La catalyse chez l’ARNPT7 se de´roulerait suivant le mode`le de catalyse a` deux
ions me´talliques, initialement propose´ pour les ADNP [46] : la position des deux ions Mg2+ serait
maintenue via une interaction avec les acides aspartiques (Asp : radical acide −CH2−COO−) ; le
premier ion (note´ A sur la ﬁgure 2.9) permettrait de rendre l’extre´mite´ 3’-OH de l’ARN naissant
plus nucle´ophile, favorisant une liaison entre l’oxyge`ne et le phosphate α du NTP entrant ; le
second (note´ B) stabiliserait l’e´tat pentacovalent du phosphate en permettant la formation d’un
angle a` 90o de la liaison O-P-O, et facilitant ainsi le de´part du pyrophosphate lors de l’hydrolyse.
La proposition d’un tel me´canisme est base´e sur les homologies dans le site actif entre les
ADNP, les ARNP et les RT, ainsi que sur les diﬀe´rentes structures cristallographiques. De plus,
l’arrangement tridimensionnel commun des composants catalytiques chez des polyme´rases non
homologues comme la polyme´rase β [46] ou les ARNP a` plusieurs sous-unite´s [53], renforcent
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Les doigts (acides amine´s 539-738, 771-786) incluent une he´lice α particulie`re qui comprend
le motif B. Pour les membres de la famille Pol I, les doigts font l’essentiel des contacts avec le brin
codant. Chez l’ADNP de Taq, l’he´lice en question subit un changement de conformation durant
chaque cycle d’addition du nucle´otide : une rotation de l’he´lice fait passer l’enzyme d’un e´tat
”ouvert” incompe´tent a` un e´tat ”ferme´” compe´tent [49]. Le mouvement des doigts est observe´
chez la polyme´rase β, l’ADNP de T7 [47] et la RT du VIH 1 [7]. La ﬁxation du nucle´otide
pourrait fournir l’e´nergie pour le changement de conformation. Le cycle de re´action peut alors
eˆtre de´crit par :
E + NTP ↔ (E ·NTP )o ↔ (E ·NTP )f ↔ (E · PPi)f ↔ (E · PPi)o → E + PPi
Les indices o et f indiquent si la polyme´rase est dans l’e´tat ”ouvert” ou ”ferme´”. Cette ide´e
reste a` conﬁrmer pour l’ARNPT7 (cf 2.4.4). Mais le travail re´cent de Mukherjee et al. semble
indiquer un changement de conformation des doigts ou des interactions avec l’ADN [40]. Chez
l’ARNPT7, les re´sidus 627-637 incluant Lys 631 conserve´ (Lys 522 chez l’ADNP de T7, Lys
758 chez Klenow) pourraient interagir avec la partie triphosphate du NTP entrant d’apre`s les
structures cristallographiques [21, 45, 50]. En interagissant avec le phosphate α du NTP entrant,
il stabiliserait l’e´tat pentacovalent [47].
Plusieurs re´sidus des doigts sont implique´s dans la reconnaissance des nucle´otides, chez les
ADN et les ARN polyme´rases. En eﬀet, chez les ADNP, la plupart des mutations conduisant a`
des me´sincorporations sont celles ope´re´es dans les doigts. Chez l’ARNPT7, les mutations G640A,
F644A et G645A augmentent e´galement la me´sincorporation, mais ne favorisent pas l’extension
du me´sappariement : ces re´sidus pourraient stabiliser la conformation ”ouverte” incompe´tente,
re´duisant ainsi les me´sincorporations [29] (l’eﬀet des trois mutations serait de diminuer cette
stabilite´ favorisant la me´sincorporation). Une reconnaissance comple`te du NTP (ou dNTP pour
les ADNP) entrant comprend :
1. la reconnaissance du groupe hydroxyl en 3’, groupe ne´cessaire pour eﬀectuer la liaison
phosphodiester suivante
2. la discrimination entre le 2’H des dNTP et le 2’OH des NTP (le groupe hydroxyl qui
marque la diﬀe´rence entre ADN et ARN)
3. le choix du ”bon” NTP a` incorporer parmi les quatre (ade´nine, guanine, cytosine et thy-
mine/uracile).
Les polyme´rases ne sont pas toutes capables de reconnaˆıtre le 3’OH. Chez les ADNP, un
re´sidu aromatique (Tyr ou Phe) se trouve proche des phosphates du NTP entrant (Tyr 526 pour
l’ADNPT7, Phe 762 pour Klenow). Les polyme´rases posse´dant une Phenylalanine (radical :
−CH2 − C6H5) reconnaissent le 3’OH, contrairement aux polyme´rases portant une Tyrosine
(−CH2 − C6H4OH). Il a e´te´ montre´ que la pre´sence ou non du groupement OH sur l’acide
amine´ (Phe ou Tyr) est capitale pour la reconnaissance [17], mais les raisons n’en sont pas
e´videntes [17, 23]. Ce n’est en tout cas pas un simple proble`me d’encombrement duˆ a` la pre´sence
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Concernant la discrimination, chez les ADNP, entre dNTP et NTP (i.e. 2’H ou 2’OH),
Kiefer et al. [24] ont propose´ l’ide´e qu’elle puisse se faire graˆce a` certains acides amine´s par
des contraintes ste´riques. Un re´sidu est particulie`rement implique´ : l’acide Glutamique Glu
conserve´ chez les ADNP (Glu 480 pour l’ADNP de T7, Glu 710 pour Klenow) [20]. L’acide
amine´ correspondant chez l’ARNPT7 est la glycine Gly 542 conserve´e parmi les phages, qui est
un re´sidu neutre contrairement a` l’acide Glutamique : la pre´sence du groupe carboxyl sur l’acide
Glutamique empeˆcherait le 2’OH du NTP de pouvoir entrer dans le site actif des ADNP [45].
Chez l’ARNPT7, la tyrosine positionne´e en 639 est implique´e dans la reconnaissance du 2’OH,
via une liaison hydroge`ne entre le groupement hydroxyl de cet acide amine´ et l’extre´mite´ 2’-OH
du NTP entrant : la mutation Y639F engendre l’incorporation de 2’-dNTP, sans pour autant
modiﬁer la catalyse [15, 28, 30, 37].
Ce re´sidu Tyrosine (Tyr 639 chez l’ARNPT7) est conserve´ chez les ADNP (Tyr 530 chez
l’ADNP de T7, Tyr 714 chez Bacillus steatothermophilus, Tyr 766 pour Klenow) [24, 20] ou` il
a une autre fonction : le re´sidu est implique´ dans les interactions entre l’enzyme et le dNTP et
joue un roˆle dans la ﬁde´lite´ (capacite´ a` incorporer le ”bon” dNTP) [22, 21]. L’environnement
structural de´termine donc la fonction de ce re´sidu qui joue un roˆle de discrimination entre dNTP
et NTP uniquement chez les ARNP [20]. Chez l’ARNPT7, on ne connaˆıt pas les re´sidus qui sont
implique´s dans la reconnaissance du ”bon” nucle´otide. Cette Tyrosine, a` la base de l’he´lice
soumise au changement de conformation observe´ chez les ADNP et proche du site catalytique,
interagit avec le brin codant et le nucle´otide entrant de fac¸on diﬀe´rente dans l’e´tat ouvert et
l’e´tat ferme´ : dans l’e´tat ouvert, le re´sidu fait des interactions d’empilement avec la base du brin
codant en de´formant le brin et empeˆchant le nucle´otide entrant de se positionner correctement
pour l’incorporation ; dans l’e´tat ferme´, la Tyrosine laisse l’espace qu’elle occupait permettant
au nucle´otide de s’apparier et de se positionner correctement pour la catalyse [49]. Si la base
n’est pas comple´mentaire, un encombrement ste´rique de´favorise le passage a` l’e´tat ferme´. Il
est fortement suppose´ que ce me´canisme soit le meˆme pour l’ARNPT7 [59] : la structure de
Cheetham et al. [45] serait celle du complexe ouvert, d’apre`s la position de Tyr 639 interagissant
avec le brin codant et de´formant celui-ci (cf. ﬁgure 2.10).
Le changement d’e´tat ”ouvert”/”ferme´” est pense´ comme une e´tape limitante de l’addition de
nucle´otide, et est propose´ comme e´tape critique de la discrimination entre NTP comple´mentaires
et non comple´mentaires [26, 47].
Quoiqu’il en soit, les doigts constituent un domaine de´terminant vis a` vis de la liaison du
NTP entrant, de sa discrimination et de la diﬀe´rentiation entre dNTP et NTP.
2.4.2 Les domaines propres a` l’ARN polyme´rase de T7
Les domaines propres des polyme´rases n’ont en ge´ne´ral aucune similitude d’une enzyme a`
l’autre. Ils remplissent des fonctions spe´ciﬁques a` chaque polyme´rase [39]. Certaines re´gions
pre´sente´es ci-dessous sont cependant conserve´es chez les phage T3 et SP6.
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Fig. 2.10 – Comparaison entre les structures du complexe d’initiation de l’ARNPT7 [45] (en haut) et le fragment large
de l’ADNP de Thermus aquaticus (Taq) [49] (au milieu et en bas). Dans les trois structures la paume est en rouge, les
doigts en bleu, le pouce en vert et le reste de la structure en gris clair ; pour l’ARNPT7, le groupement a` 4 he´lices ainsi que
la boucle C-terminale ont e´te´ retire´s ; les acides aspartiques conserve´s implique´s dans la catalyse (Asp 537 et Asp 812 pour
l’ARNPT7 et Asp 610 et Asp 785 pour l’ADNP de Taq) sont repre´sente´s en ”spaceﬁll” en violet ; la Tyrosine conserve´e
(Tyr 639 pour l’ARNPT7 et Tyr 671 pour l’ADNP de Taq) est repre´sente´e e´galement en ”spaceﬁll” en bleu clair. L’he´lice
O qui subit un changement d’orientation lors du passage de l’e´tat ouvert a` l’e´tat ferme´ chez l’ADNP de Taq est en orange.
Les he´lices suppose´e correspondre a` l’he´lice O chez l’ARNPT7 sont l’he´lice Y et l’he´lice Z [59] et apparaissent e´galement
en orange. L’ADN et l’ARN (pour l’ARNPT7) sont repre´sente´s en ”stick”, le brin codant en jaune, le brin ”primer” de
l’ADNP, le brin non codant et l’ARN de l’ARNP en vert. La structure du milieu repre´sente l’e´tat ouvert de l’ADNP : Tyr
671 interagit par empilement avec la base du brin codant de´forme´ et empeˆche le positionnement correct du dNTP entrant.
La structure du bas repre´sente l’e´tat ferme´ de l’ADNP : l’he´lice O a pivote´ et la tyrosine 671 a laisse´ un espace libre pour
la base du brin codant, permettant une position ade´quate pour l’appariement et la catalyse. La disposition des re´sidus et
de l’ADN sur la structure de l’ARNPT7 sugge`re qu’elle se trouve dans l’e´tat ouvert. (codes ProteinDataBank : 1QLN pour
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a` l’ARNPT7. Il joue un roˆle dans la reconnaissance du promoteur. Il courbe notamment la
partie riche en AT du promoteur. La structure indique qu’une partie (re´sidus 230-250, ”e´pingle
a` cheveux β”) s’intercale entre les deux brins de l’ADN, ouvrant la se´quence promoteur et
e´tablissant des contacts par empilement avec les bases expose´es. Lors de la phase abortive, ce
sous-domaine subit des changements de conformations importants qui stabilisent le complexe
d’e´longation ([40] et cf 2.4.4). Des mutations ou de´le´tions eﬀectue´es dans la re´gion 160-195
inﬂuencent l’eﬃcacite´ dans la reconnaissance de certains types de se´quences de pause ou de
terminaison [56, 57]. Cette re´gion est bien conserve´e chez les phages [57] ; elle pourrait donc
eˆtre implique´ dans le me´canisme de reconnaissance de pause, et est susceptible d’eˆtre en contact
avec l’ARN naissant comme le montre certaines e´tudes (cf. paragraphe suivant Sortie de l’ARN
et 2.4.4).
La boucle de reconnaissance du promoteur (”speciﬁcity loop”) (acides amine´s 739-
770) interagit avec les bases -7 a` -11 du promoteur via les re´sidus 746, 748, 756 et 758 [44]. Elle
est suppose´e jouer un roˆle dans le passage de la phase d’initiation a` la phase d’e´longation, via
des interactions avec les bases hybride´es ADN :ARN de la bulle de transcription [55].
La boucle C-terminale (acides amine´s 820-883) pre´sente la particularite´ d’exposer a` la
surface de la polyme´rase les re´sidus 820-881, et d’avoir l’extre´mite´ Phe 882-Ala 883-COOH
(se´quence appele´e ”pied”) dans une poche proche du site actif. La se´quence C-terminale et
sa position sont hautement conserve´es parmi les ARNP de phages [63]. Le pied est ﬂexible
en solution [63], peu ordonne´ d’apre`s sa carte de densite´ e´lectronique [43], et sa se´quence est
importante pour l’activite´ de l’enzyme [63].
Chez l’ARNPT7, la boucle C-terminale permet la ﬁxation d’un inhibiteur, le lysozyme de
T7, sur la surface exte´rieure, facilitant l’extraction de l’extre´mite´ du C-terminal de sa position
adjacente au site actif [43]. Curieusement, le lysozyme de T7 n’est pas actif en phase d’e´longation ;
pourtant, l’extre´mite´ du domaine C-terminal est implique´e dans le processus d’e´longation : une
mutation sur Phe 882 augmente le Km (sugge´rant un roˆle dans la reconnaissance du NTP pour ce
re´sidu) [27] et diminue la processivite´ [25] ; Lykke-Anderson et Christiansen ont montre´ qu’une
modiﬁcation dans le groupe carboxyl du Ala 883 entraˆıne une baisse d’activite´, de´pendante de
la concentration en magne´sium [11]. Dans la phase d’e´longation, le lysozyme de T7 n’est donc
plus capable d’e´loigner l’extre´mite´ C-terminale du site actif. L’e´longation doit donc de´favoriser
les interactions entre le lysozyme de T7 et la polyme´rase et/ou la position de l’extre´mite´ C-
terminale doit eˆtre stabilise´e lors du passage a` la phase d’e´longation. Utilisant entre autre une
carboxypeptidase19, Huang et al [38] ont montre´ que la re´sistance du complexe d’e´longation au
T7 lyzozyme serait due a` l’e´tablissement d’interactions entre la polyme´rase et l’ARN (notamment
l’extre´mite´ 3’ de ARN). Dans la structure du complexe d’initiation, Graham et al. [45] notent que
l’extre´mite´ C-terminale se trouve trop loin (8 A˚) des re´sidus aspartiques du site actif pour eˆtre
implique´e dans la catalyse, contrairement a` ce qu’ont conclu Lykke-Anderson et Christiansen.
On peut donc supposer qu’un changement de conformation et/ou les interactions nouvellement
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e´tablies avec l’ARN, qui accompagne(ent) le passage a` la phase d’e´longation rapproche(ent)
l’extre´mite´ du C-terminal du site actif. Temiakov et al. [55] ont mis en e´vidence des contacts
entre l’ARN naissant (a` ≈ 8 bases de l’extre´mite´ 3’ de l’ARN) et la boucle de reconnaissance
du promoteur : ils pensent que cette dernie`re pourrait jouer, par ces interactions avec l’ARN,
un roˆle dans la de´tachement du promoteur.
Prenant en compte l’ensemble de ces donne´es, on peut faire l’hypothe`se suivante : le passage
a` la phase d’e´longation pourrait s’accompagner d’un changement d’orientation de la boucle
de reconnaissance du promoteur, laissant alors un acce`s libre a` la boucle C-terminale pour
se rapprocher du site actif et e´tablir des contacts avec l’ARN ; le de´placement de la boucle
C-terminale moins expose´e vers l’exte´rieur, ainsi que les contacts entre l’ARN et l’extre´mite´
C-terminale de´favoriseraient l’interaction entre le lysozyme de T7 et la surface exte´rieure de la
boucle C-terminale, diminuant ainsi l’activite´ inhibitrice du lysozyme de T7.
Le groupe de quatre he´lices empile´es (”extra 4-helix bundle”) (acides amine´s 449-531),
expose´ vers l’exte´rieur, mais proche du site actif, n’a pas de fonction connue actuellement. Des
mutants auxquels on a retire´ cette re´gion s’agre`gent et ne peuvent se resolubiliser vers une
conformation active. D’autres mutations eﬀectue´es dans cette re´gion conduisent une activite´
re´duite [26]. Il est possible que le roˆle de ce domaine soit de prote´ger des e´le´ments hydrophobes
de la prote´ine. Il a peut-eˆtre e´galement un roˆle structural en favorisant une structure tertiaire
permettant a` l’enzyme d’eˆtre active.
2.4.3 Sortie de l’ARN
Par quel chemin l’ARN quitte-t-il le site actif et la polyme´rase ? C’est une question impor-
tante car on suppose que les interactions entre l’ARN et la polyme´rase contribuent a` la grande
stabilite´ du complexe d’e´longation. Il est suppose´ [34, 36, 51] que le domaine N-terminal fait
des contacts avec ∼ 6 bases de l’ARN sortant. Selon Sastry et Ross [51], les contacts ont lieu
sur la partie 144-168 du N-terminal. Cependant, cette conclusion est tire´e d’une expe´rience sur
des transcrits courts : la polyme´rase n’est probablement pas encore en phase d’e´longation. A
partir d’expe´riences de pontage entre nucle´otide et acide amine´ sur des complexes d’e´longation
arreˆte´s au moins en +15, Temiakov et al. [55] ont propose´ une sortie entre le N-terminal et la
boucle de reconnaissance spe´ciﬁque, conside´ration compatible avec les re´sultats Sastry et Ross.
L’expe´rience de Mukherjee et al. [40] discute´e plus haut sugge`re une sortie par le N-terminal
avec des interactions sur ∼6 bases. L’ARN utiliserait un canal entoure´s de re´sidus charge´s po-
sitivement. Ces condide´rations sont maintenant conﬁrme´es par deux structures du complexe en
e´longation (cf. ci-dessous).
2.4.4 Addenda
Deux groupes ont re´cemment propose´ une structure du complexe d’e´longation de l’ARNPT7
[60, 42]. Ces structures conﬁrment les donne´es de´ja` obtenues pour la plupart. Elles montrent
essentiellement deux points importants : la structure des domaines partage´s avec la famille Pol
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tre`s peu modiﬁe´e par rapport a` celle du complexe d’initiation (mis a` part une re´gion, cf. ci-
dessous) ; au contraire, la partie N-terminale subit d’importants changements de conformation
(rotation, re´arrangement, appariement). Ces changements qui accompagnent le de´tachement du
promoteur permettent la formation d’un hybride ARN :ADN de 7-8 bases et d’un canal de
sortie pour l’ARN. Ceci renforcerait entre autres la stabilite´ du complexe. Parmi les re´gions
qui subissent un changement important se trouve la re´gion 150-200 (conserve´e chez les phages)
appele´e ”Flap” par Tahirov et al. [60] et sous-domaine H par Yin et Steitz [42] : dans le complexe
d’e´longation, elle interagit avec l’ARN hybride´, a` 5-8 bases de l’extre´mite´ 3’ de l’ARN, et forme
une partie du canal de sortie de l’ARN.
Dans la partie C-terminale de la mole´cule, le changement de conformation le plus notable est
celui de la boucle de reconnaissance du promoteur (”speciﬁcity loop”), qui forme une partie du
canal de sortie de l’ARN. Elle pourrait jouer un roˆle dans la reconnaissance des sites de pauses
ou d’arreˆt [60].
Enﬁn, les deux structures ont e´te´ obtenues en l’absence de NTP a` incorporer, et ne mettent
donc pas en e´vidence l’e´tat ”ferme´” de´ja` observe´ sur d’autres polyme´rases de la meˆme famille






































Certains passages de ce chapitre sont re´sume´s dans l’article de Bockelmann et al. [119].
3.1 Principes de fonctionnement d’un pie`ge optique
Depuis la premie`re utilisation de cette technique en 1970 [114], les pie`ges optiques ont
fait l’objet de nombreuses applications. Ils sont utilise´s pour pie´ger et manipuler des billes
die´lectriques ou des objets biologiques comme des virus, des bacte´ries, ou des cellules(re´fe´rences
dans [117]). Ils sont aussi utilise´s pour appliquer et mesurer des forces jusqu’a` une centaine de
piconewtons, avec une pre´cision meilleure que le piconewton.
Le principe de base est de cre´er un gradient de lumie`re en la focalisant en un point de
l’e´chantillon. Le point de focalisation repre´sente le centre du pie`ge : une micro-bille dont l’indice
optique est diﬀe´rent de celui du milieu exte´rieur est capture´e dans ce pie`ge. Le fonctionnement
peut eˆtre explique´ en terme de conservation de quantite´ de mouvement du rayon lumineux traver-
sant une interface entre deux milieux d’indices diﬀe´rents. Le principe est illustre´ sur la ﬁgure 3.1,
ou` l’on a repre´sente´ uniquement deux rayons incidents focalise´s sur un sphe`re die´lectrique.
On distingue dans un premier temps les rayons transmis des rayons reﬂe´chis, en se limitant
aux premiers rayons transmis et re´ﬂe´chis. La trajectoire d’un rayon est de´vie´e a` l’interface
entre deux milieux d’indices diﬀe´rents. Puisque la quantite´ de mouvement associe´e a` un rayon
lumineux est dirige´e dans la direction de propagation de la lumie`re, et sa norme proportionnelle
a` l’intensite´ du rayon, les rayons re´ﬂe´chis et transmis n’ont pas la meˆme quantite´ de mouvement
totale que celle des rayons incidents. Si la diﬀe´rence, pendant la dure´e ∆t, est note´e ∆p, alors
conforme´ment a` la conservation de la quantite´ de mouvement, la sphe`re doit subir une force
-∆p/∆t.
Dans le premier exemple (ﬁgure 3.1), la sphe`re est place´e au dessous du point de focalisation.
Dans ce cas, il y a une compe´tition entre les rayons transmis et les rayons re´ﬂe´chis qui ne vont pas




F ref ) sont oppose´es.
La force totale que subit la bille n’est pas ne´cessairement dirige´e vers le point de focalisation.
Il faut pour cela que la quantite´ de mouvement des rayons transmis puisse contrebalancer celle
des rayons re´ﬂe´chis. On peut voir que la force due aux rayons transmis (
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Fig. 3.1 – Forces s’exerc¸ant sur une bille die´lectrique, induites par deux rayons focalise´s au-
dessus du centre de la bille. Les rayons incidents sont en partie re´ﬂe´chis (rayons a’ et b’)
et en partie transmis (rayons a et b). La variation de quantite´ de mouvement associe´e aux
rayons incidents est responsable d’une force re´sultante : Ftrans + Fref . Si l’angle d’incidence est
suﬃsamment e´leve´ la force re´sultante est dirige´e vers le centre du pie`ge (intersection des rayons
incidents sans bille).
θ, l’angle forme´ par le rayon incident et l’axe vertical z ; la force due aux rayons re´ﬂe´chis (
−→
F ref )
diminue quand θ augmente. Il existe donc une valeur minimum de θ au dessous de laquelle le
pie`ge n’est pas stable (i.e. ‖ −−→Fref ‖>‖ −−−→Ftrans ‖). Cette remarque justiﬁe l’emploi d’un objectif a`
grande ouverture nume´rique, et une focale courte (cf partie 3.2.1) pour re´aliser la focalisation
de la lumie`re. L’indice de la sphe`re est aussi un parame`tre important. Si l’indice de la sphe`re
n’est pas suﬃsamment grand par rapport a` l’indice du milieu exte´rieur, les rayons transmis ne
sont pas suﬃsamment de´vie´s a` l’interface et le pie`ge n’est pas stable. Le choix de la matie`re
de la sphe`re n’est donc pas sans conse´quence. Pour les expe´riences qui seront de´crites dans ce
manuscrit, on utilise des billes de silice.
Dans les deux exemples suivant (ﬁgure 3.2), on suppose que les conditions sont re´unies pour
la stabilite´ du pie`ge, et on ne repre´sente que les rayons transmis.
Dans le cas d’un placement de la bille au dessus du point de focalisation, la force subit par
la bille est encore dirige´e vers le point de focalisation. On peut ve´riﬁer que dans ce cas, Fref est
dans le meˆme sens que Ftrans, contrairement a` l’exemple pre´ce´dent ; cette observation explique
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Fig. 3.2 – Les rayons focalise´s exercent une force de rappel sur la bille, dans toutes les directions
de l’espace. Contrairement a` la ﬁgure 3.1, les rayons re´ﬂe´chis ne sont pas repre´sente´s ici.
point focal. Le dernier exemple illustre comment le gradient d’intensite´ lumineuse induit une
force de rappel late´rale quand la bille se de´place dans le plan xy.
Cette interpre´tation suppose implicitement que la longueur d’onde λ du faisceau est tre`s
petite compare´e a` la dimension L de la bille, de fac¸on a` ignorer les eﬀets de diﬀraction : A.
Ashkin a fournit une explication de´taille´e de ce mode [115]. Dans la pratique, on utilise un mode
avec L λ, et pour lequel il n’existe pas d’expression analytique de la force exerce´e par le pie`ge.
Dans la partie suivante est de´crit l’appareillage utilise´ pour construire un pie`ge optique in-
terfe´rome´trique. La re´alisation d’un pie`ge proprement dit ne ne´cessite qu’une partie des e´le´ments
pre´sente´s ci-dessous, essentiellement le laser, l’optique d’ajustement du faisceau et l’objectif.
Pour une description de l’instrumentation utilise´e habituellement, on peut se re´ferer a` S.P.Smith
et al. [117].
3.2 Description du dispositif expe´rimental et du mate´riel utilise´
3.2.1 Le pie`ge et la mesure de force
La force agissant sur la bille est de´duite par la mesure interfe´rome´trique de la position de la
bille par rapport au centre du pie`ge.
Sur la ﬁgure 3.3 est sche´matise´ le dispositif expe´rimental. Le laser utilise´ est un Ne´odyme :
YAG, a` 1064 nm de longueur d’onde (correspondant a` un coeﬃcient d’absorption relativement
faible dans l’eau [64]). Le laser Yag que nous utilisons a une puissance maximale de 1 Watt.
La lumie`re issue du laser est polarise´e line´airement. Le faisceau traverse un isolateur de
Faraday empeˆchant des retours de faisceau dans la cavite´ laser (une telle re´ﬂection introduit
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prisme de Wollaston 2








λ/2 détecteur à 4 cadrans
Nd:YAG    1064 nm
laser continu
Fig. 3.3 – Sche´ma du pie`ge optique interfe´rome´trique.
montage). Le faisceau passe ensuite par deux miroirs et deux lentilles convexes formant un
te´le´scope, et permettant d’ajuster la position et l’angle du faisceau. Une lame λ/2 induit une
rotation de la polarisation ; le champ e´lectrique passe ensuite a` travers un prisme de Wollaston
avec un angle de 45◦ par rapport aux axes du prisme. Ce dernier se´pare le faisceau incident en
deux faisceaux de meˆme intensite´, en phase, mais avec des polarisations orthogonales, et avec une
faible se´paration angulaire α entre eux ; l’objectif (100X, N.A.=1.25, immersion a` huile, focale
f=2 mm) focalise ces deux faisceaux sur l’e´chantillon en deux points distants de fα = 200 nm.
Cette distance est petite devant le diame`tre des billes utilise´es (1 µm). Le pie`ge est bien de´crit
par un potentiel harmonique et une raideur associe´e kpiege, suivant l’axe d’inte´reˆt : l’axe dans
le plan de l’e´chantillon, joignant les deux points de focalisation. Les deux faisceaux traversent
l’e´chantillon : si la bille s’est de´place´e par rapport a` sa position d’e´quilibre, le chemin optique
des deux faisceaux diﬀe`re, entraˆınant une diﬀe´rence de phase δ entre les deux faisceaux. Les
faisceaux sont recombine´s graˆce a` un second prisme de Wollaston : la diﬀe´rence de chemin
optique induit alors une polarisation elliptique de la lumie`re e´mergente. Le syste`me de de´tection
consiste a` mesurer cette ellipticite´ par une technique utilise´e en ellipsome´trie. On utilise un
modulateur acousto-optique qui ajoute sur un axe un de´phasage d(t) = a sin(ωt) (ω=50 kHz).
La lumie`re module´e traverse ensuite un polariseur line´aire, puis son intensite´ est de´tecte´e par
une photodiode. La tension e´lectrique de sortie, proportionnelle a` l’intensite´ lumineuse rec¸ue,
entre dans une de´tection synchrone (re´fe´rence ω=50kHz). La composante Uω du signal oscillant
a` ω=50kHz, qui est proportionnelle a` l’ellipticite´ de la lumie`re (cf ci-apre`s), est convertie par
un convertisseur analogique-nume´rique 16-bit, comprenant un ﬁltre anti-repliement ajustable.


















3.2. Description du dispositif expe´rimental et du mate´riel utilise´ 39
nume´riques sont stocke´es sur le disque dur d’un PC.
Pour de´crire ce dispositif the´oriquement, on peut utiliser le formalisme de Jones [136]. La
matrice de transfert M entre la lumie`re incidente et sortante est compose´e par une matrice de
rotation de 45o (pour se placer suivant les axes du premier Wollaston) ; des matrices induisant
les phases δ(t) et d(t) respectivement par l’e´chantillon et le modulateur acousto-optique ; d’une
seconde rotation (pour se placer suivant les axes du polariseur) ; et enﬁn d’une matrice de
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L’intensite´ sortante est alors :
EE∗ = I0(1− cos(δ + d))
En utilisant les de´veloppements en se´rie suivants :




sin(a sin(ωt)) = 2
∞∑
k=0
J2k+1(a) sin((2k + 1)ωt),
ou` les fonctions Ji sont les fonctions de Bessel d’ordre i, et en se limitant aux termes en ω et




(1− cos(δ)J0(a)) + I0J1(a) sin(δ) sin(ωt)− I0J2(a) cos(δ) cos(2ωt)
Dans la limite de petits de´placements de la bille par rapport au centre du pie`ge, on a, au premier




(1− J0(a)) + I0J1(a)δ sin(ωt)− I0J2(a) cos(2ωt) (3.2.1)
On ve´riﬁe que l’amplitude du signal oscillant a` ω=50kHz est bien proportionnelle a` δ. L’am-
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Fig. 3.4 – Module de controˆle pour la mesure et le de´placement des piezos. Les consignes de
de´placements sont envoye´es aux entre´es analogiques et nume´riques puis somme´es. Elles sont
ensuite compare´es a` la mesure capacitive de la position. La diﬀe´rence est ensuite ampliﬁe´e puis
inte´gre´e pour fournir la tension a` imposer pour re´aliser le de´placement souhaite´.
3.2.2 Autour du pie`ge
De´placements dans le plan xy.
Pour de´placer ﬁnement l’e´chantillon (plan xy), on utilise des cales piezo-e´lectriques, associe´es
a` une mesure capacitive de de´placement, et monte´es sur un plateau mobile dans le plan xy.
Le de´placement ﬁn fonctionne avec une boucle de re´troaction, ce qui permet d’imposer une
position avec une pre´cision au nanome`tre, sans avoir de soucis de de´rive intrinse`que des piezo-
e´lectriques. Le de´placement des cales piezo-e´lectriques peut eˆtre commande´ nume´riquement par
un ordinateur (PC), ou de fac¸on analogique, par une tension choisie (description sur la ﬁgure 3.4).
La gamme de ce de´placement est limite´e a` 100 µm.
Le plateau mobile sur lequel sont place´es les cales piezo-e´lectriques est commande´ par PC,
via une manette de jeu (ou ”joystick”) controˆlant des moteurs de de´placements x et y. Ce
syste`me permet des de´placements entre les mesures, rapides (plusieurs centaines de microns par
secondes) et sur des distances plus grandes (toute la surface de l’e´chantillon, soit 10 mm x 10
mm). De plus, l’interface Joystick/PC donne la possibilite´ d’enregistrer des positions donne´es
dans l’e´chantillon (par exemple aux endroits ou` l’on a repe´re´ des mole´cules ancre´es a` la surface).
Une fois ces enregistrements re´alise´s, on peut revenir aux positions se´lectionne´es en un temps
limite´. Ceci est important pour l’e´tude de la transcription comme on le verra dans la partie 4.2.
De´placements suivant l’axe z.
Le plateau mobile suivant xy est statique suivant z. C’est l’objectif, et donc le pie`ge qui
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mesure´e en utilisant une photodiode a` deux cadrans, solidaire de l’objectif, et e´claire´e par une
diode laser d’une puissance de l’ordre du mW, et ﬁxe par rapport au montage. Ce dispositif
permet de mesurer des de´placements suivant l’axe z avec une pre´cision de l’ordre de la dizaine
de nanome`tres.
Perturbations lors de l’expe´rience.
Pour re´duire au maximum les perturbations me´caniques, nous utilisons une table optique
qui isole des vibrations du sol, ainsi qu’un dispositif prote´geant le montage des courants d’air.
Pour supprimer les ﬂuctuations re´siduelles late´rales du faisceau pointant sur l’e´chantillon, une
boucle de re´troaction a e´te´ mise en place pour re´guler l’angle du laser, incluant un miroir piezo-
e´lectrique et une photodiode a` quatre cadrans sur le trajet du faisceau. Le de´placement relatif
faisceau/e´chantillon est ainsi re´duit a` ∼ 10 nm/min.
Pendant le de´roulement d’une expe´rience, il n’est pas souhaitable que le pie`ge soit actif en
permanence, car il peut attirer tous les corps alentours (billes libres, etc...) perturbant ainsi
la mesure. L’utilisation d’un obturateur place´ sur le trajet du faisceau est cependant proscrit
car elle ne permet pas de stabiliser thermiquement l’objectif. En eﬀet, lorsque l’obturateur est
ouvert, les lentilles chauﬀent le´ge`rement, ce qui fait varier la focale de l’objectif, entraˆınant une
baisse de la position du pie`ge par rapport a` l’e´chantillon (travail eﬀectue´ par Alexandre Dawid).
L’eﬀet est d’autant plus ge´nant qu’il intervient au tout de´but de la mesure, au moment ou` la bille
se´lectionne´e est pie´ge´e. Pendant la premie`re minute suivant l’ouverture de l’obturateur, la baisse
du pie`ge optique est de l’ordre de ∼400 nm. Aﬁn d’obtenir l’e´quilibre thermique de l’objectif,
nous avons eu recours a` l’astuce suivante : nous avons place´ sur le trajet du faisceau une lentille
de type me´nisque, de tre`s longue focale (800 mm) qui perturbe peu la forme du faisceau, mais
qui est cependant susceptible d’induire des aberrations sphe´riques, et donc une moins bonne
focalisation du laser. Cette lentille est relie´e a` un moteur qui l’introduit sur le trajet du faisceau
(hors mesure) ou l’en retire (pendant la mesure) : lorsque la lentille est introduite sur le trajet,
le faisceau focalise´ sur l’e´chantillon attire les objets dans le plan xy, mais les rejette suivant l’axe
z.
Re´gulation de la tempe´rature.
Il est ne´cessaire, pour les expe´riences de transcription, de maintenir une tempe´rature constante,
car l’activite´ de l’ARNPT7 est sensible a` la tempe´rature. Des re´sistances chauﬀantes ont e´te´
installe´es sur l’objectif et contre le plateau, i.e. les deux parties du montage en contact avec
l’e´chantillon pendant l’expe´rience. On utilise un controˆleur e´lectronique (RHM-4000, Wavelength
electronics) qui permet de re´guler la tempe´rature au dixie`me de degre´ pre`s.
Re´gulation pour maintenir une force constante au cours d’une expe´rience.
La ﬁgure 3.5 montre sche´matiquement comment une force est exerce´e par une construction
mole´culaire ancre´e entre une surface et une bille maintenue dans le pie`ge. Le pie`ge e´tant ﬁxe, la
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Fig. 3.5 – Sche´matisation de la re´troaction permettant de maintenir une force constante. La
sphe`re repre´sente la bille dans le pie`ge. On suppose que la construction (symbolise´e par la ligne
courbe) exerce une force sur la bille qui varie en fonction du temps si le pie`ge et la surface restent
ﬁxes. La force est mesure´e par le de´calage de la bille par rapport au centre du pie`ge. Cette mesure
est envoye´e vers un montage e´lectronique (dont le principe de fonctionnement est de´crit sur la
ﬁgure 3.6) : si le signal de force diﬀe`re de la consigne choisie, il en sort une commande de
de´placement de la surface qui va tendre ou de´tendre la construction pour maintenir une force
constante.
se raccourcit au cours du temps1, la force exerce´e sur la bille va augmenter au cours du temps si le
pie`ge et la surface restent immobiles. Si l’on veut maintenir une force constante, il faut de´placer
la surface, de fac¸on a` rapprocher les deux points d’ancrage. Sur la ﬁgure 3.5 est sche´matise´
comment ce controˆle est possible : la mesure de force est utilise´e pour eˆtre compare´e a` une
consigne (la force que l’on veut maintenir) ; la surface est de´place´e suivant l’e´cart entre mesure
et consigne. Sur la ﬁgure 3.6 est sche´matise´ le principe de fonctionnement de la re´gulation
e´lectronique utilise´e : la diﬀe´rence entre mesure et consigne est inte´gre´e puis envoye´e a` l’entre´e
analogique du module de controˆle du de´placement des piezos.
Une constante de temps τ est associe´e a` la re´gulation, de´ﬁnie par le produit τ = RC, ou` R et
C sont respectivement la re´sistance et la capacite´ de l’e´tage inte´grateur de la re´gulation. Dans
les expe´riences, les valeurs sont de ∼5 a` ∼100 kΩ pour R et 220 nF pour C, soit : τ ∼1-20 ms.
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Fig. 3.6 – Principe de la re´troaction commandant le de´placement de la surface pour maintenir
une force constante. Le signal provenant du pie`ge est une tension Upiege(t) proportionnelle a` la
force exerce´e sur la bille. La diﬀe´rence entre la consigne et la mesure Uref−Upiege(t) est ampliﬁe´e,
inte´gre´e, puis envoye´e a` l’entre´e analogique du module de controˆle du de´placement des piezo-
e´lectriques. La constante de re´gulation τ est controˆle´e par la re´sistance R et la capacite´ C du
condensateur de l’inte´grateur : τ = RC.
3.3 Calibration du pie`ge
Le diame`tre de 1 µm des billes est de l’ordre de grandeur de la longueur d’onde du laser et ne
permet donc pas d’utiliser la the´orie e´lectromagne´tique, ni la the´orie ge´ome´trique pour calculer
la force exerce´e par la lumie`re sur la bille [64]. Un calcul nume´rique est possible, mais il ne
prendrait pas en compte l’imperfection des composants optiques. La calibration expe´rimentale
est donc ne´cessaire.
Pour calibrer le pie`ge, nous avons e´tudie´ trois me´thodes, chacune pre´sentant avantages et
de´fauts spe´ciﬁques. La premie`re me´thode (bille dans un gel) permet uniquement de de´terminer
dans quelle gamme le signal de sortie de l’interfe´rome`tre est proportionnelle au de´placement de
la bille. La seconde me´thode (bille dans un liquide oscillant) permet de de´terminer le facteur
reliant la tension de sortie de la de´tection synchrone a` la force. La dernie`re me´thode (analyse du
mouvement brownien d’une bille pie´ge´e) permet aussi de trouver ce facteur, ainsi que la raideur
du pie`ge.
3.3.1 Bille dans un gel
On utilise dans cette expe´rience un gel de polyacrylamide suﬃsamment dense pour immobi-
liser les billes. Le principe consiste a` mesurer la re´ponse de la de´tection en fonction de la position
de la bille par rapport au point de focalisation.
On place l’e´chantillon de telle manie`re qu’une bille soit au centre du pie`ge ; on fait ensuite
osciller l’e´chantillon a` travers le spot de focalisation laser avec une amplitude assez large pour
couvrir comple`tement le domaine de de´tection, et on mesure Uω (i.e. la tension proportionnelle
a` la force, cf 3.2.1) en fonction du de´placement Y impose´ de l’e´chantillon. On obtient une courbe
caracte´ristique en S (ﬁgure 3.7). Cette courbe indique qu’il existe bien un domaine ou` la sortie
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Fig. 3.7 – Signal Uω, en fonction du de´placement relatif de la bille dans le gel. Le centre du
pie`ge correspond a` un de´placement de 1,8 µm. Pour cette position, on devrait obtenir Uω = 0 ;
l’e´cart met en e´vidence la diﬃculte´ a` re´gler exactement le Wollaston, dont le de´placement permet
d’e´quilibrer l’interfe´rome`tre. L’expe´rience indique le domaine dans lequel le signal mesure´ Uω
est proportionnel au de´placement de la bille ; ici ± 200 nm dans le plan horizontal (xOy). Le
couplage faible entre les de´placements en x et en y introduit une le´ge`re hyste´re´sis dans le signal.
l’amplitude totale du domaine est d’environ 400 nm.
3.3.2 Bille dans un liquide oscillant
Le principe de l’expe´rience consiste a` capturer une bille dans le pie`ge, et a` faire osciller
l’e´chantillon qui entraˆıne le ﬂuide. On mesure la re´ponse de la bille soumise a` la friction du





ou` v est la vitesse du ﬂuide, ρ, la masse volumique de l’eau, a la dimension de la bille et η la
viscosite´ de l’eau. Les forces inertielles sont alors ne´gligeables. L’amplitude |Xb(t)| du mouvement
de la bille est alors2 :
2Si l’on ne´glige de plus la force ale´atoire responsable du mouvement Brownien de la bille, on obtient une






) = 0 (3.3.1)
ou` l’on conside`re le centre du pie`ge comme origine. Xb est la position de la bille, k la raideur du pie`ge, γ le
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|Xb(t)| 
 ΩτX0 (3.3.4)
ou` l’on a pose´ : τ = γ/k ; k est la raideur du pie`ge, γ le coeﬃcient de friction de l’eau ; X0
est l’amplitude de l’oscillation impose´e et Ω sa pulsation. On ne connaˆıt pas la raideur du pie`ge,
mais on peut estimer son ordre de grandeur (k ≈ une centaine de pN par µm ; on pourra le
ve´riﬁer par la suite) ; connaissant la viscosite´ de l’eau, on en de´duit un ordre de grandeur de τ :
τ ≈ 10−4s
Le re´gime Ωτ  1 correspond donc a` des fre´quences infe´rieures a` 10 kHz. En se plac¸ant dans ce
re´gime, on eﬀectue, pour une intensite´ du laser donne´e, deux se´ries de mesures :
-mesure de Uω en fonction de l’amplitude X0 impose´e de l’e´chantillon, a` Ω ﬁxe´e,
-mesure de Uω en fonction de la fre´quence Ω/2π du de´placement impose´ , a` X0 ﬁxe´.
D’apre`s l’e´quation ( 3.3.4), on s’attend a` trouver une droite dans chaque cas. Des re´sultats
sont pre´sente´s sur les ﬁgures 3.8 et 3.9, illustrant les deux cas de ﬁgure. Pour la se´rie en amplitude,
l’expe´rience a e´te´ mene´e sur trois billes diﬀe´rentes. On remarque que pour chaque bille, la
line´arite´ attendue est bien observe´e, mais que les pentes diﬀe`rent de bille a` bille. Ce re´sultat a
e´te´ conﬁrme´ sur la calibration de 64 billes diﬀe´rentes donnant une variation du facteur de +/-
10% autour de la valeur moyenne.
Si l’on impose un de´placement sinuso¨ıdal de l’e´chantillon, et si l’on fait l’hypothe`se que le ﬂuide suit parfaitement
la trajectoire impose´e (les e´coulements provoque´s par l’oscillation de l’e´chantillon sont supprime´s en collant la
lamelle ronde supe´rieure de l’e´chantillon sur l’anneau formant le puit), le mouvement de l’eau peut se mettre sous
la forme complexe :
Xe = X0e
iΩt (3.3.2)
ou` X0 est l’amplitude (re´elle) de l’oscillation et Ω la pulsation impose´e. Le de´placement du ﬂuide est la partie
re´elle de Xe :
X0 cos(Ωt)
On s’attend donc a` une re´ponse de la bille de la forme :
Xb = Ae
iΩt (3.3.3)
ou` A est un nombre complexe. Les e´quations ( 3.3.1),( 3.3.2),( 3.3.3) donnent :
A + iΩτ(A−X0) = 0











ou` ϕ = arctg(Ωτ). Dans le re´gime : Ωτ  1, le mouvement de la bille est en quadrature par rapport au mouvement
impose´ :
Xb(t)  ΩτX0ei(Ωt+π2 )
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Fig. 3.8 – Mesure de Uω, en fonction de la fre´quence de l’oscillation de l’e´chantillon. La puis-
sance du laser est ∼15 mW et l’amplitude de l’oscillation est ∼75 nm.
Cette me´thode ne nous donne pas la raideur du pie`ge mais uniquement la constante K
(pN/V) reliant la tension de sortie de la de´tection synchrone a` la force :
F = KUω
Autrement dit, pour connaˆıtre la force, seule la connaissance de Uω importe, car le facteur K
est constant, quelque soit la puissance du laser.
Sur la ﬁgure 3.10, on constate le retard de π/2 du de´placement de la bille par rapport a`
l’oscillation impose´e.
3.3.3 Analyse du mouvement brownien d’une bille pie´ge´e
On utilise ici le mouvement brownien de la bille capture´e dans le pie`ge pour e´tablir la
calibration.





+ kX = F (t) (3.3.5)
ou` γ est le coeﬃcient de friction de l’eau donne´e par la loi de Stockes : γ = 6πηa avec a le rayon
de la bille ; k est la raideur du pie`ge, et F(t) la force ale´atoire associe´e au bombardement des
particules d’eau sur la bille, responsable du mouvement brownien de celle-ci. Cette force est en
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Fig. 3.9 – Mesure de Uω, en fonction de l’amplitude de l’oscillation de l’e´chantillon, sur trois
billes diﬀe´rentes (chacun des trois symboles correspond a` une bille). La puissance du laser est
∼20 mW, la fre´quence de l’oscillation est 20 Hz. Ce sont les diﬀe´rences bille a` bille et non pas
la me´thode utilise´e, qui limitent la pre´cision de la calibration.
bruit blanc ide´al :
‖F˜ (ω)‖2 = SF (f) = 4γkbT
ou` kb et T de´signent respectivement la constante de Boltzman et la tempe´rature, et F˜ (ω) la
transforme´e de Fourier de F(t). En prenant les modules au carre´ des transforme´es de Fourier de










fc est appele´e la fre´quence de coupure. L’e´quation 3.3.6 montre comment les ﬂuctuations sont
distribue´es suivant les fre´quences. On distingue :
-un re´gime basses fre´quences, f  fc, dans lequel la densite´ spectrale est constante :
Sx(f << fc) ∼ 4γkbT
k2
,
qui traduit le conﬁnement de la particule,
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Fig. 3.10 – Les deux courbes repre´sentent l’amplitude de la tension Uω (courbe accidente´e) et la
mesure capacitive du de´placement des piezos (courbe lisse), en fonction du temps ; on compare
donc le de´placement de la bille au de´placement de l’e´chantillon. On ve´riﬁe ici le retard de π/2
de la bille, caracte´ristique du re´gime Ωτ  1. Les e´carts des mesures de Uω par rapport a` la
sinuso¨ıde the´orique sont dus aux ”basses” fre´quences du bruit brownien non ﬁltre´es. La mesure
du signal a` ω s’eﬀectue par une premie`re de´tection synchrone ; une seconde de´tection mesure
ensuite l’amplitude de ce signal (proportionnel au de´placement de la bille dans le pie`ge), qui
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Fig. 3.11 – Densite´ spectrale (relie´e a` < U2ω >) mesure´e par l’analyseur de spectre, pour une
puissance de ∼ 700 mW. L’ajustement de la courbe expe´rimentale par une lorenztienne (courbe
lisse) donne la fre´quence de coupure fc (ici : 5700 Hz) et l’aire sous la courbe A (ici : 4,7
mV 2/s).
En utilisant un analyseur de spectre, on mesure la densite´ de puissance spectrale d’une bille
pie´ge´e et soumise au mouvement Brownien. Les donne´es enregistre´es sont ensuite analyse´es a`
l’aide d’un logiciel d’analyse graphique (Origin).
Sur la ﬁgure 3.11 est pre´sente´ un spectre enregistre´ pour une puissance du laser de ∼700
mW.
Cette me´thode permet d’acce´der au facteur K reliant la force et la tension de sortie de la
de´tection synchrone, ainsi que la raideur du pie`ge. L’ajustement de la courbe expe´rimentale par
une lorentzienne permet de de´terminer deux parame`tres : la fre´quence de coupure fc et l’aire
totale sous la courbe, note´e A. Ces deux parame`tres sont proportionnels a` la puissance du laser,
comme on peut le voir sur la ﬁgure 3.12.
La raideur du pie`ge est de´duite de fc (cf e´quation ( 3.3.7)), et le facteur K, inde´pendant de
la puissance du laser, s’exprime en fonction du rapport entre fc et A. On montre en eﬀet qu’en
e´galant l’e´quation 3.3.6 et l’e´quation ajuste´e d’apre`s par le spectre expe´rimental, on obtient






3.3.4 Conclusion sur les trois me´thodes de calibration
La me´thode par le gel reste la moins eﬃcace. D’une part, il est diﬃcile de de´terminer dans
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Fig. 3.12 – On porte fc, la fre´quence de coupure et A, l’aire totale sous la spectre, les deux pa-
rame`tres donne´s par l’ajustement des donne´es expe´rimentales par une lorentzienne, en fonction


















3.4. De´pendance en z du signal 51
des billes loin de la surface, les caracte´ristiques du pie`ge n’e´tant alors pas les meˆmes que celle
de l’expe´rience. Enﬁn, il est diﬃcile de placer la bille au centre du pie`ge. Le principal inte´reˆt
(sinon le seul) de cette me´thode est de d’e´valuer le domaine de de´placement dans lequel le pie`ge
est ”line´aire” ; c’est-a`-dire ici jusqu’a` environ 400 nm du point focal.
La deuxie`me me´thode donne directement le facteur reliant la tension de sortie de la de´tection
synchrone a` la force, qui est inde´pendant de la puissance du laser. L’e´tude par variation de
l’amplitude, a` fre´quence d’oscillation constante est facile a` mettre en oeuvre, et les re´sultats
obtenus sont tre`s satisfaisants (bonne line´arite´).
La dernie`re me´thode donne en plus la raideur du pie`ge, mais ce n’est pas un facteur de´cisif
pour obtenir la force. Elle est aussi pre´cise que la deuxie`me me´thode, sauf a` haute puissance
laser (a` partir de 600 mW), ou` des non line´arite´s apparaissent pour la fre´quence de coupure et
le facteur A. Elle est par contre plus rapide.
Les deux dernie`res me´thodes donnent des facteurs qui diﬀe`rent de ∼10%. On rappelle qu’une
variation du signal du meˆme ordre, de bille a` bille a aussi e´te´ observe´e (cf deuxie`me me´thode).
On trouve une valeur du facteur K reliant la tension Uω sortant du pie`ge et la force : K=1.1
pN/V. Cette valeur est de´termine´e d’apre`s la calibration par analyse spectrale.
3.4 De´pendance en z du signal
La ﬁgure 3.13 repre´sente sche´matiquement la conﬁguration dans laquelle toutes les expe´riences
se de´roulent. Cette conﬁguration est responsable de deux eﬀets : (i) la proximite´ de la surface
modiﬁe le coeﬃcient de friction de l’eau, (ii) le de´placement Y mesure´ de la surface par rapport
au pie`ge ne correspond pas exactement a` l’extension re´elle Ex de la construction.
(i) La proximite´ de la surface est prise en compte dans la friction par une correction apporte´e
a` la formule de Stockes [64] :
γ =
6πηa
[1− 916(a/H) + 18(a/H)3 − 45256(a/H)4 − 116(a/H)5]
(3.4.1)
ou` H est la position de la bille par rapport a` la surface, et a le rayon de la bille. Pour illustrer cet
eﬀet, on eﬀectue la mesure de l’amplitude d’oscillation d’une bille pie´ge´e dans le liquide oscillant
(cf deuxie`me me´thode de calibration), a` diﬀe´rentes distances de la surface (ﬁgure 3.14). L’eﬀet
est important quand la distance a` la surface est proche de la dimension de l’objet conside´re´ (ici
les billes de 1 µm de diame`tre). En pratique, on ne´glige l’eﬀet de proximite´ de la surface sur le
coeﬃcient de friction en se plac¸ant entre 3 et 6 µm de la surface.
(ii) Pour connaitre l’e´tirement de la construction, il faut connaˆıtre la distance du pie`ge a`
la surface. Comme on l’a explique´ au 3.2.2, les variations de position du pie`ge suivant l’axe z
peuvent eˆtre mesure´es. Mais la position absolue est a priori inconnue. Une me´thode empirique
simple nous permet d’estimer la position de la surface ; elle consiste a` abaisser vers la surface le
pie`ge tenant une bille. Le signal pre´sente´ sur la ﬁgure 3.15 montre la variation caracte´ristique
observe´e a` l’approche de la surface. L’hyste´re´sis obtenue lorsque la bille se colle a` la surface
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Fig. 3.13 – Conﬁguration ge´ne´rale d’une expe´rience : une construction adapte´e est ancre´e a` la
surface par un bout et a` une bille par l’autre bout. La bille est maintenue dans le pie`ge, la surface
est mobile. On applique une force en e´cartant les deux points d’ancrage. Ex de´signe l’extension
de la construction, qui ne co¨ıncide pas exactement avec la distance Y , un parame`tre mesure´
pendant l’expe´rience. On de´duit Ex a` partir de Y , de la hauteur H du pie`ge par rapport a` la
surface, et de la dimension de la bille (rayon a).
L’extension Ex de la construction est alors de´duite de H, Y et a le rayon de la bille :
Ex =
√
Y 2 + H2 − a (3.4.2)
On ne´glige donc les de´placements de la bille dans le pie`ge suivant z et suivant xy, ce qui
change sensiblement les valeurs de H et Y . Ces de´placements de l’ordre de la dizaine de nm sont
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Fig. 3.14 – Eﬀet de proximite´ de la surface sur la friction de l’eau exerce´e sur les billes.
On repre´sente l’amplitude du mouvement d’une bille pie´ge´e lors de l’oscillation impose´e de
l’e´chantillon (cf me´thode de calibration) en fonction de la hauteur du pie`ge par rapport a` la
surface. Les barres d’erreur sont syste´matiquement impose´e a` ±10%, conforme´ment a` la varia-
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Fig. 3.15 – Signal de force en fonction de la hauteur H du centre du pie`ge par rapport a` la
surface, quand une bille libre est maintenue dans le pie`ge. Tant que la bille n’est pas en contact
avec la surface (H >0.5 µm), le signal de force est proche de ze´ro (la bille n’est soumise qu’a`
la force de rappel du pie`ge). Quand la bille de rayon 0.5 µm touche la surface (pour H=0.5
µm) le signal est modiﬁe´. L’interfe´rence qui en re´sulte se caracte´rise par un signal en forme
de parabole. Les ﬂe`ches indiquent si le signal est observable a` la monte´e et/ou a` la descente
du pie`ge. Une hyste´re´sis apparaˆıt parfois, elle est probablement due au collage temporaire de la
bille a` la surface lors de la remonte´e du pie`ge. L’axe des abscisses a e´te´ translate´ pour que H=0



















Mise en place d’une expe´rience
4.1 Description ge´ne´rale
4.1.1 Echantillon et constructions mole´culaires
L’e´chantillon.
L’e´chantillon dans lequel les expe´riences sont re´alise´es est sche´matise´ sur la ﬁgure 4.1. Il
consiste en une lamelle de verre (22 mm x 22 mm) sur laquelle un anneau de ∼15 mm de diame`tre
est colle´ avec de la paraﬃne. L’ensemble constitue ce que l’on nomme un ”puits”. Un traitement
chimique adapte´ des surfaces permet d’y accrocher de fac¸on covalente des polyme`res sur lesquels
on arrive ensuite a` ancrer les prote´ines souhaite´es (streptavidine ou antidigoxyge´nine ; pour les
de´tails de la pre´paration, cf [119]). Les expe´riences se de´roulent en milieu aqueux, le puits est
rempli du tampon ade´quat (100 a` 200 µl), puis recouvert d’une lamelle ronde en verre qui
permet d’obtenir une bonne transmission de la lumie`re a` travers l’e´chantillon. Cet e´chantillon
sera ensuite pose´ sur l’objectif d’un microscope inverse´.
Les surfaces traite´es peuvent eˆtre conserve´es sous atmosphe`re humide a` 4oC, et utilisables
plusieurs fois suivant le type d’expe´rience.
Les constructions mole´culaires
Pour les expe´riences de transcription, la construction mole´culaire est pre´pare´e a` partir de
l’ADN du bacte´riophage Lambda (ADN λ) et d’oligonucle´otides particuliers. La construction
mole´culaire utilise´e pour les expe´riences d’ouverture de la double he´lice est e´labore´e a` partir de
l’ADN λ et du plasmide pTYB1. Les principes des deux constructions sont sche´matise´s sur la
ﬁgure 4.2 (les de´tails des constructions sont donne´s en annexe 9.4 concernant la construction de
transcription, et dans [119] concernant la construction d’ouverture). Les constructions ont toutes
un point commun : une extre´mite´ de la construction porte un groupe chimique permettant de la
lier a` une bille, l’autre extre´mite´ porte un groupement pour la lier a` la surface (cf annexe 9.5).
Pour l’e´tude de la transcription, la construction est attache´e a` la surface via une polyme´rase
biotinyle´e.
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Fig. 4.1 – Repre´sentation sche´matique du ”puits”, l’e´chantillon dans lequel a lieu l’expe´rience.
chimique spe´ciﬁque. Les deux attachements utilise´s sont : digoxyge´nine- antidigoxyge´nine, et




Dans un premier temps est aborde´ un proble`me spe´ciﬁque a` l’expe´rience de transcription.
Puriﬁcation
Comme on l’a vu dans la partie 2.2.3, le complexe ADN-prote´ine lors de la phase d’initiation
est peu stable. La re´action d’initiation ne´cessite une grande concentration d’enzymes et de
nucle´otides. Pour cela, on eﬀectue le me´lange ADN-polyme´rase en petit volume (≈ 5 µl), avant
de le de´poser sur la surface de l’e´chantillon. Il reste cependant un grand nombre de polyme´rases
libres qui ne se sont pas associe´es a` un ADN. Dans le puits, ces polyme´rases libres vont occuper
les sites streptavidine disponibles sur la surface de l’e´chantillon (les polyme´rase libres ont plus de
facilite´ que les constructions entie`res polyme´rase-ADN-bille a` trouver les sites, car elles sont plus
le´ge`res et diﬀusent donc plus rapidement). La pre´sence en grand nombre des polyme´rases libres
limite donc la probabilite´ d’observer la re´action favorable : complexe ADN-polyme´rase attache´
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Fig. 4.2 – Sche´matisation des constructions d’ADN utilise´es dans les expe´riences de transcrip-
tion (ﬁgure du haut) et d’ouverture de la double he´lice (ﬁgure du bas). Les de´tails des construc-
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des sites spe´ciﬁques sur la surface : la biotine libre en solution. En eﬀet, lors de la pre´paration
de la solution de polyme´rase-biotine (cf annexe 9.2), des biotines libres sont peut-eˆtre reste´es en
solution. Nous n’avons pas e´value´ dans quelle mesure la dialyse cense´e e´liminer les biotines libres
a fonctionne´. La pre´sence d’autres e´le´ments libres peut eˆtre geˆnante pour le bon de´roulement de
l’expe´rience. C’est le cas des billes, qui doivent eˆtre introduites en grand nombre au de´part pour
favoriser l’assemblage bille-ADN λ. Les billes libres perturbent la mesure si elles sont aspire´es
par le pie`ge.
Les ordres de grandeurs des quantite´s introduites au de´part dans 4-5 µl sont : ∼300 mil-
liards de polyme´rases, ∼2 milliards de mole´cules d’ADN, et ∼100 000 billes. Pour ame´liorer le
rendement de l’expe´rience (i.e. le nombre de constructions comple`tes attache´es spe´ciﬁquement),
une me´thode originale de puriﬁcation (de´crite en de´tail en annexe 9.3.3) a e´te´ mise en place
aﬁn d’e´liminer les e´le´ments reste´s libres (biotine, polyme´rases, ADN, billes) : apre`s l’initiation,
le me´lange constructions- billes est centrifuge´ sur un gradient de densite´ avant d’eˆtre de´poser a`
la surface. La masse importante des billes re´duit le temps de se´paration.
Re´action a` la surface
Avec ou sans le passage par la centrifugation, on de´pose un me´lange de construction mole´culaire
(du nM au µM) et de billes (∼100 000) sur la surface, de pre´fe´rence en petit volume (plusieurs
dizaines de µl) pour favoriser l’assemblage des e´le´ments.
En quelques minutes, les billes atteignent la surface par gravite´ ou` les attachements construction-
surface se forment ; le puits peut alors eˆtre de´pose´ sur le microscope inverse´. Il est maintenu par
des lamelles me´talliques formant des ressorts.
En pratique, seule une faible proportion de constructions s’accroche a` la surface. Il reste
donc beaucoup de constructions libres dans l’e´chantillon.
Pour repe´rer une construction correctement ancre´e a` la surface (ce que l’on nommera ”e´ve´nement”),
on cre´e un e´coulement dans l’e´chantillon en faisant tourner la lamelle supe´rieure du puits. La ro-
tation de la lamelle est re´alise´e graˆce a` de l’air comprime´ souﬄe´ temporairement sur les bords de
la lamelle. L’ADN sans contrainte est replie´ sur lui-meˆme en pelote. L’e´coulement cre´e´ entraˆıne
la bille qui de´plie la construction. Quand la construction est e´tendue, la bille s’arreˆte.
L’e´coulement a un double inte´reˆt : celui de repe´rer les e´ve´nements comme on vient de le
voir, mais aussi d’e´vacuer les billes libres ; la rotation de la lamelle induit en eﬀet un e´coulement
centrifuge a` la surface supe´rieure de l’e´chantillon et centripe`te a` la surface infe´rieure. Ainsi,
les billes (qui de´cantent au fond de l’e´chantillon) sont rassemble´es progressivement au centre.
Rapidement (quelques minutes), il ne reste que les billes ancre´es a` la surface sur les bords de
l’e´chantillon.
La recherche d’e´ve´nements s’eﬀectue au microscope en de´plac¸ant le plateau mobile sur lequel
est pose´ l’e´chantillon, a` l’aide d’une manette permettant d’actionner et de diriger le moteur lie´
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Fig. 4.3 – Sche´matisation de la conﬁguration expe´rimentale a` un instant t0. Une polyme´rase
biotinyle´e est ancre´e via une streptavidine se trouvant a` la surface. La se´quence promoteur se
trouve a` une extre´mite´ de l’ADN (a` gauche) ; pendant la transcription, le de´placement relatif
de la polyme´rase vis-a`-vis de l’ADN est unidirectionnel : la longueur d’ADN comprise entre la
polyme´rase et la bille diminue pour t > t0 et par conse´quent, la force exerce´e par la polyme´rase
sur la bille croˆıt. Aﬁn de maintenir une force constante pendant une expe´rience, la surface
peut eˆtre de´place´e aﬁn de de´tendre l’ADN et compenser ainsi la re´duction de longueur induite
par la transcription. Ce de´placement est controˆle´ analogiquement par un montage e´lectronique
(cf 3.2.2) a` partir de la mesure de force. Dans ce mode, la vitesse est relie´e directement au
de´placement de la surface (cf 5.1.2).
Pendant l’expe´rience
Dans toutes les expe´riences, le pie`ge est ﬁxe, mais la surface est mobile. La puissance du
laser utilise´e est ∼40 mW pour les expe´riences de transcription, et ∼70 mW pour l’ouverture
me´canique de l’ADN. Pour appliquer des forces sur la construction, on e´loigne les deux points
d’ancrage (billes et surface) en de´plac¸ant la surface (la bille e´tant maintenue dans le pie`ge ﬁxe).
Comme on l’a vu dans la partie 3.2.1, la mesure se fait suivant sur un axe ; le de´placement de
la surface se fait donc toujours suivant l’axe de la mesure. La construction peut eˆtre e´tire´e de
part et d’autre du point d’ancrage a` la surface, ce que l’on appelle un ”e´tirement droite-gauche”.
Cet e´tirement permet de ve´riﬁer approximativement la bonne longueur de la construction. Une
conﬁguration sche´matique de l’expe´rience de transcription est donne´e sur la ﬁgure 4.3.
Comme on le voit sur la ﬁgure 4.4, le signal de force est positif ou ne´gatif suivant la direction
choisie : le signe est donne´ par la position de la bille par rapport au centre du pie`ge. Une de´tente
correspondant a` une force physique proche de ze´ro permet de ve´riﬁer l’existence d’une e´ventuelle
de´rive du niveau de force. Sur la ﬁgure 4.4 qui correspond a` une expe´rience de transcription,
on remarque apre`s l’ajout des nucle´otides une re´duction de la longueur, mettant en e´vidence
l’activite´ de l’enzyme.
Au cours de l’expe´rience, il est parfois ne´cessaire de modiﬁer la solution contenue dans le


















60 Chapitre 4. Mise en place d’une expe´rience
Fig. 4.4 – Etirement ”droite-gauche” sur une construction polyme´rase-ADN-bille avant (◦) et
apre`s (−) l’ajout des NTP. On repre´sente la force en fonction du de´placement impose´. Les
chiﬀres indiquent l’ordre chronologique dans lequel les e´tirements ont e´te´ pratique´s apre`s l’ajout
des NTP. Le signe de la force indique le sens dans lequel se de´place la bille dans le pie`ge. La
mesure de force eﬀectue´e est relative : la courbe a e´te´ translate´e en y aﬁn que la partie correspon-
dant a` un e´tirement petit devant la longueur de l’ADN (-5de´placement10 µm) corresponde a`
F=0 pN. L’origine des abscisses correspond au point a` partir duquel la bille a e´te´ pie´ge´e et le
de´placement impose´. Il est volontairement de´cale´ par rapport au point d’ancrage de la mole´cule
(∼4.5 µm) : les rayons focalise´s formant le pie`ge peuvent en eﬀet endommager la polyme´rase (qui
se trouve au point d’ancrage par de´ﬁnition), et on pre´fe`re les e´loigner le plus possible pour qu’ils
ne perturbent pas l’activite´ de l’enzyme (G. Wuite a observe´ une baisse notable d’activite´ chez
l’ARNP d’E. coli expose´e a` un pie`ge optique (communication personnelle)). Les phases ou` le
de´placement varie alors que la force est constante correspondent a` l’observation de la transcrip-
tion dans le mode ou` le de´placement est controˆle´ aﬁn de maintenir une force constante. Pendant
les e´tirements impose´s, la boucle de re´troaction servant au mode ”force constante” est coupe´e.
Sur la ﬁgure, on distingue la re´duction de longueur de l’ADN compris entre la polyme´rase et
la bille : (i) en comparant les e´tirements avant et apre`s l’ajout des NTP ; (ii) en comparant les


















4.2. Mode ope´ratoire pour la transcription 61
complexe ADN-prote´ine par ouverture de l’ADN il faut ajouter les prote´ines). Dans ce cas, on
injecte un faible volume (∼ 10 µl) concentre´, a` la micropipette, par les bords de l’e´chantillon.
Une rotation d’une dizaine de secondes de la lamelle supe´rieure permet de me´langer de fac¸on
homoge`ne la nouvelle solution.
Apre`s l’expe´rience, la surface est rince´e a` l’eau, et stocke´e au re´frige´rateur sous atmosphe`re
humide.
4.2 Mode ope´ratoire pour la transcription
Pour le protocole pre´cis de pre´paration, on peut se reporter a` l’annexe 9.3.2. Les e´tapes
principales sont re´sume´es ci-dessous. Dans un premier temps, on me´lange ADN, polyme´rase,
billes, ATP, CTP, GTP, UDP1, le tout concentre´, en petit volume (5µl) de fac¸on a` former les
complexes arreˆte´s en +15. Ensuite on puriﬁe les complexes pour e´liminer les e´le´ments libres par
la me´thode de centrifugation de´crite en annexe 9.3.3. Enﬁn, on re´cupe`re la fraction d’inte´reˆt et
on la de´pose sur la surface du puits.
Un fois l’e´chantillon pose´ sur le microscope, la premie`re e´tape consiste a` rechercher des
”e´ve´nements” (construction entie`re : polyme´rase immobilise´e sur la surface, ADN, bille) comme
de´crit ci-dessus et a` enregistrer via une interface Joystick-PC (cf 3.2.2) leur position dans
l’e´chantillon.
Meˆme si l’on a garde´ uniquement les billes attache´es a` de l’ADN a` la sortie de la centri-
fugation, les ADN n’ont pas force´ment une polyme´rase lie´e au promoteur ; de plus la re´action
d’attachement a` la surface (biotine de la polyme´rase - streptavidine de la surface) n’est pas tre`s
favorable. Il reste donc une quantite´ importante de billes libres devant le nombre d’e´ve´nements
eﬀectivement observe´s.
Apre`s 3 a` 6 minutes d’enregistrement de positions, un e´ve´nement est choisi au hasard ; le pie`ge
est mis en position de fonctionnement en e´cartant la lentille de´focalisante du trajet du faisceau (cf
3.2.2) et la bille est capture´e ; un e´tirement de chaque coˆte´ du point d’ancrage (”e´tirement droite-
gauche”) est eﬀectue´ en de´plac¸ant la surface aﬁn de ve´riﬁer approximativement la longueur de
l’e´ve´nement et son attachement spe´ciﬁque.
Le pie`ge est ensuite ”de´sactive´” (la lentille de´focalisante est remise sur le trajet de laser, cf
3.2.2). Les quatre nucle´otides sont alors introduits, en injectant 10 µl d’un me´lange des quatre
nucle´otides dilue´s dans de l’eau. Le me´lange avec la solution dans le puits est eﬀectue´ en faisant
tourner la lamelle ronde supe´rieure (voir ci-dessus).
Une fois le me´lange eﬀectue´, on peut repie´ger la bille. Deux modes de mesures sont alors
possibles :
1. le mode ”extension constante” : on de´place la surface aﬁn d’e´tirer la mole´cule d’ADN
et provoquer une monte´e en force ; lorsque la force monte, on stoppe le de´placement. La
polyme´rase transcrivant ”tire” l’ADN vers elle et la longueur eﬀective de l’ADN entre elle
1L’utilisation de UDP non incorporable est justiﬁe´ en annexe 9.3.2 ; elle est suppose´e stabiliser le complexe


















62 Chapitre 4. Mise en place d’une expe´rience
et la bille diminue : la polyme´rase exerce donc une force sur la bille qui augmente au cours
du temps.
2. le mode ”force constante”, dont on a de´ja` parle´ : on impose une force constante graˆce
a` un de´placement re´troactif de la surface, guide´ automatiquement par la mesure directe
de force (cf 3.2.2).
Quand la polyme´rase ne transcrit pas ou plus, ou que l’un des attachements a laˆche´, on com-
mande a` l’ordinateur de se diriger vers une position pre´enregistre´e, et on recommence l’expe´rience
a` partir de l’e´tirement droite-gauche. L’inte´reˆt d’enregistrer des positions pre´alablement se com-
prend ici : une fois que les NTP sont ajoute´s, le temps de l’expe´rience est limite´ car il ne faut
qu’une dizaine de minutes a` l’ARNPT7 pour transcrire l’ADN λ2. L’enregistrement permet
donc de gagner du temps. On continue ainsi une dizaine de minutes (suivant la concentration
en nucle´otides) ; on peut espe´rer une a` trois transcriptions (sur des mole´cules diﬀe´rentes) par
expe´rience. Parfois aucune transcription n’est obtenue.
4.3 Une longue marche d’approche
L’expe´rience de transcription telle qu’elle est pre´sente´e dans ce manuscrit a e´te´ tout par-
ticulie`rement de´licate a` mettre en place. Si la partie principale de la the`se est consacre´e aux
re´sultats expe´rimentaux, une tre`s grande partie du travail a cependant consiste´ a` trouver les
conditions permettant d’obtenir ces re´sultats. Particulie`rement, il a fallu :
– se´lectionner un promoteur permettant de stabiliser le complexe ADN-polyme´rase arreˆte´ en
e´longation, mais permettant un nouveau de´part de la transcription pendant l’expe´rience,
puis l’inse´rer dans une construction mole´culaire adapte´e ; l’une des diﬃculte´s vient de la
stabilite´ du complexe ADN/ARNPT7 qui est de l’ordre de quelques minutes, contrairement
au complexe ADN/ARNP d’E. coli qui est stable ∼24 h. Nous avons notamment cherche´
a` utiliser un promoteur partiellement simple brin et de´crit comme particulie`rement stable.
Nous avons ensuite abandonne´ cette construction car le rede´marrage de la polyme´rase
e´tait tre`s ineﬃcace.
– chercher une me´thode de puriﬁcation des complexes aﬁn d’e´liminer les ”e´le´ments libres”
(billes, ADN, polyme´rases), geˆnants pour la mesure et le bon de´roulement de l’expe´rience,
ce qui a ﬁnalement conduit a` e´tablir le protocole de puriﬁcation par centrifugation sur
gradient de sucrose.
– exprimer une prote´ine portant un groupement chimique spe´ciﬁque permettant de l’ancrer
a` la surface mais n’alte´rant pas le bon fonctionnement de la prote´ine (travail re´alise´ par P.
Lopez). Les premiers tests re´alise´s au laboratoire concernaient une polyme´rase portant des
Histidines en N-terminal et de´pose´e sur une surface pre´sentant des complexes au nickel.
D’autres conﬁgurations ont ensuite e´te´ teste´es (cf 9.3).
2En admettant qu’il n’y a aucune se´quence d’arreˆt sur la se´quence du λ, en prenant une vitesse de 100 bases/s
et une se´quence de ∼48 000 bases, le temps pour transcrire les 48 kb est 8 minutes. Dans les expe´riences a` ”basses”


















4.3. Une longue marche d’approche 63
– rechercher les meilleures conditions de tampons et de tempe´rature pour ame´liorer la sta-
bilite´ du complexe ADN-polyme´rase durant l’expe´rience.
– ame´liorer au mieux la stabilite´ du syste`me de mesure de force (travail re´alise´ avec A.
Dawid), et mettre en place le syste`me de re´troaction maintenant une force constante
pendant l’expe´rience.
En annexes (chapitre 9), plusieurs de ces points sont aborde´s. On pre´sente notamment les
protocoles ﬁnalement retenus pour la pre´paration des polyme´rases, des constructions d’ADN,






































Transcription par l’ARN polyme´rase de T7
5.1 Caracte´ristiques des donne´es et me´thode de traitement
Dans cette partie, on de´crit quelles mesures sont eﬀectue´es sur le syste`me ainsi que les
caracte´ristiques ge´ne´rale observe´es, inde´pendamment de la force de charge applique´e.
5.1.1 Parame`tres mesure´s
Les parame`tres d’inte´reˆt auxquels on a acce`s sont la force F exerce´e par la polyme´rase sur la
bille, l’extension de la construction Ex (distance entre le point d’ancrage de la polyme´rase sur
la surface et la bille), la longueur eﬀective L de l’ADN (longueur d’ADN1 entre la polyme´rase
et la bille) et le temps t. F (t) et t sont mesure´s pendant l’expe´rience. On mesure aussi la dis-
tance, dans le plan de l’e´chantillon, entre la polyme´rase et la bille Y (t), ainsi que la hauteur
du pie`ge par rapport a` la surface z(t). Sur la ﬁgure 5.1, on pre´sente sche´matiquement la conﬁ-
guration expe´rimentale a` un instant t de la transcription. Ex(t) se de´duit de Y (t) et z(t) (cf.
e´quation 3.4.2). La longueur eﬀective L d’ADN comprise entre la polyme´rase et la bille se de´duit
de la relation existant entre F , Ex et L. Les proprie´te´s e´lastiques de l’ADN sont non line´aires.
Une expression qui rend compte des donne´es expe´rimentales obtenues lors de l’e´tirement d’une












ou` K0 est une constante et A la longueur de persistance de l’ADN2. La relation est valide
tant que : L−Ex L, i.e. dans un re´gime ou` la force n’est pas trop faible3. Dans les calculs on
prend A=50 nm [85] et K0 ∼1000 pN (de´termine´ expe´rimentalement). Le terme 1/2.
√
kT/FA
provient de l’e´lasticite´ d’origine entropique. Cette contribution ne fait pas intervenir d’e´tirement
local de l’ADN (la distance inter-base est constante) : la mole´cule se comporte alors comme une
1On de´ﬁnit simplement la longueur d’ADN comme le nombre de base multiplie´ par 0.33 nm.
2La longueur de persistance repre´sente la distance au-dela` de laquelle les mouvements locaux de l’ADN lie´s a`
l’agitation thermique ne sont plus corre´le´s.


















66 Chapitre 5. Transcription par l’ARN polyme´rase de T7
Fig. 5.1 – Sche´ma de la conﬁguration expe´rimentale ; L est la longueur de l’ADN comprise entre
la polyme´rase et la bille (en fait, L=nombres de bases·0.33 nm) , Ex est la distance entre la bille
et la polyme´rase, z la distance entre la surface et le pie`ge (3-6 µm), et Y est le de´placement de
la surface par rapport au pie`ge ﬁxe.
corde plie´e localement par l’agitation brownienne. Le terme F/K0 traduit le fait que la structure
de la mole´cule est e´tirable a` la manie`re d’un ressort. Cela signiﬁe qu’en appliquant une force,
la structure locale du double brin est modiﬁe´e et la distance inter-base s’agrandit. Cependant,
pour des forces infe´rieures a` 20 pN, cette de´formation est ne´gligeable : a` 20 pN, F/K0 ∼ 20 pN/
1000 pN = 0.02, ce qui signiﬁe qu’en l’absence de ﬂuctuations thermiques, une force de 20 pN
e´tire l’ADN de 2%. Ceci est duˆ a` la grande valeur de K0 et traduit le fait que la mole´cule d’ADN
double brin est en fait peu e´tirable. Dans la mesure ou` les forces exerce´es dans nos expe´riences
n’exce`dent pas la vingtaine de piconewtons, on conside´rera que la structure locale du double brin
d’ADN est tre`s peu modiﬁe´e par la contrainte me´canique impose´e, et que la distance inter-base
reste constante.
Nos mesures expe´rimentales d’e´tirement de mole´cule d’ADN ne sont pas tout a` fait reproduc-
tibles d’une mole´cule a` l’autre4, et ne sont donc pas toujours en accord avec l’expression 5.1.1.
Meˆme avec une bonne pre´cision sur la mesure de force et sur la mesure du de´placement, il est
par conse´quent diﬃcile de de´terminer la longueur L(t) avec exactitude.
On pre´sente maintenant un mode de mesure possible d’apre`s la conﬁguration expe´rimentale
adopte´e, mais qui n’a pas e´te´ retenu pour e´tudier la transcription de l’ARNPT7.
Mode Ex constant.
Lors d’une expe´rience dans ce mode ou` le pie`ge et la surface sont ﬁxes, (cf 4.2), ce sont les
parame`tres L(t) et F (t) qui varient. Pendant la transcription, L(t) diminue et F (t) augmente. Ce
mode permet d’obtenir la vitesse de transcription sur une gamme de force continue. Cependant,
4Une explication pourrait venir de la me´thode d’attachement des constructions sur la surface : les polyme`res
portant les streptavidines ont une longueur inconnue, qui peut varier d’un polyme`re a` l’autre. Leur contribution
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Fig. 5.2 – Force en fonction du temps dans le mode Ex constant (tempe´rature de la pie`ce ;
[NTP]=625 µM chaque ; Ex 
9 µm ; les donne´es sont e´chantillonne´es a` une fre´quence de 20
Hz (coupure a` 8.8 Hz) puis moyenne´es sur 25 points). 1) la surface est tout d’abord de´place´e
pour imposer une contrainte me´canique (t 50 s) ; 2) le de´placement est ensuite stoppe´ : la
polyme´rase re´duit la longueur d’ADN entre elle et la bille et exerce donc une force qui croˆıt au
cours du temps ; 3) la polyme´rase marque une pause (t≈130 s) ; 4) un attachement est brise´,
peut-eˆtre la polyme´rase s’est dissocie´e de l’ADN ; 5) le de´calage par rapport au ze´ro de force a`
t ∼40 s montre qu’il y a eu une le´ge`re de´rive du niveau de force durant les ∼100 s de mesure.
On remarque que la polyme´rase passe ∼35 s entre 4 et 6 pN et ∼10 s entre 11 et 13 pN, a` cause
de la non-line´arite´ de l’e´lasticite´ de l’ADN.
les proprie´te´s e´lastiques de l’ADN sont telles que le temps passe´ a` 3-5 pN est beaucoup plus long
que celui passe´ vers 15-17 pN. Ceci est illustre´ sur la ﬁgure 5.2.
Comment obtenir la vitesse de transcription V (t) dans ce mode ? De F (t) et Ex, on tire L(t)
graˆce a` l’expression analytique reliant ces trois parame`tres. On peut ensuite calculer dL(t)/dt
nume´riquement, mais cette me´thode pose un proble`me. Il faut de´ﬁnir un niveau de ﬁltrage des
donne´es ; car a` cause du bruit, une de´rive´e calcule´e sur des donne´es non ﬁltre´es donne une vitesse
instantane´e variant tre`s rapidement et qui peut eˆtre ne´gative. Il est diﬃcile de choisir le bon
niveau de ﬁltrage car on ne peut pas savoir si les variations locales de vitesse sont dues a` la
polyme´rase ou au bruit. D’autre part, le bruit de´pend du niveau de force : a` basse force, la
raideur me´canique totale du syste`me est petite, donc l’amplitude du mouvement de la bille dans
le pie`ge est grande [119]. Il n’est donc pas possible de ﬁltrer de la meˆme fac¸on a` basse force et
a` haute force. La meilleure solution est d’eﬀectuer des re´gressions line´aires de L(t) par domaine
de force. Ce mode n’a donc pas e´te´ choisi, a` cause des incertitudes dans la de´termination de la


















68 Chapitre 5. Transcription par l’ARN polyme´rase de T7
Fig. 5.3 – Enregistrement de la force (courbe du bas) et de l’extension (courbe du haut), en
fonction du temps pendant une transcription, dans le mode force constante ; les e´toiles in-
diquent un changement de consigne de force. Les ”sauts” d’extension correspondent a` l’ajus-
tement ne´cessaire pour appliquer la nouvelle consigne de force (pour exercer une force plus
importante, la mole´cule doit eˆtre e´tire´e, d’ou` une augmentation de l’extension).
basse force qu’a` haute force.
5.1.2 Caracte´ristiques ge´ne´rales
Dans ce paragraphe, on de´crit le mode de mesure adopte´ pour l’e´tude de la transcription,
comment le calcul de la vitesse est eﬀectue´ et quelle pre´cision on peut attendre des mesures.
Quelques caracte´ristiques ge´ne´rales de la transcription y sont e´galement de´taille´es.
Fluctuations du signal ; calcul de la vitesse
Dans le mode force constante, une boucle de re´troaction de´place la surface pendant la trans-
cription aﬁn que la force de charge soit maintenue constante, le pie`ge restant ﬁxe (cf 4.2 et 3.2.2).
Dans cette conﬁguration, Ex(t) et L(t) diminuent. Ce mode permet potentiellement d’e´tudier :
(i) les eﬀets de se´quence a` une force donne´e, (ii) l’inﬂuence de la force sur les pauses, arreˆts,
variations de vitesses... ainsi que (iii) d’autres phe´nome`nes susceptibles de se produire pendant
l’expe´rience. Un exemple de mesure dans ce mode est donne´ sur la ﬁgure 5.3.
Pour estimer quelle pre´cision on peut attendre des mesures, on compare sur la ﬁgure 5.4
un enregistrement d’une expe´rience de transcription avec un enregistrement d’une expe´rience
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Fig. 5.4 – Comparaison entre l’extension au cours du temps lors d’une transcription (F=5
pN ; [NTP]=150 µM chaque ; T=27◦C) et l’extension d’un λ Dig-Biot (construction d’ADN a`
longueur ”ﬁxe”, voir dans le texte) sous une contrainte de 5 pN. Pour le λ Dig-Biot, on rele`ve
les trois contributions de bruit discute´ dans le texte : (i) des ﬂuctuations tre`s rapides et de faibles
amplitudes ; un changement de la constante de temps τ de la boucle de re´troaction de´plac¸ant la
surface aﬀecte cette contribution (vers t=175s) : τ=2.2 ms avant le signe *, et τ=4.8 ms apre`s ;
(ii) des ﬂuctuations sur un temps caracte´ristique de ∼5s ; (iii) une de´rive tre`s lente et continue
(ici ∼1 nm/s) lie´ directement a` la de´rive du niveau de force.
expe´rience de transcription en mode F constant et l’extension au cours du temps dans le meˆme
mode, d’un ADN λ sous une tension de 5 pN, ancre´ a` la surface par un bout et a` une bille a`
l’autre bout5 (on doit avoir the´oriquement dEx/dt= 0 dans ce cas). Par la suite, une construction
d’ADN λ portant une biotine a` une extre´mite´ et un groupement digoxyge´nine a` l’autre, utilise´e
pour un ancrage de longueur ﬁxe entre une bille et la surface est appele´e λ Dig-Biot (ou λDB).
On distingue clairement l’e´ve´nement de transcription en comparant les pentes moyennes
entre l’enregistrement obtenu pour le λ Dig-Biot et celui obtenu lors d’une transcription. Sur
l’enregistrement avec le λ Dig-Biot, on distingue trois contributions de bruit suivant le temps
caracte´ristique des variations : (i) des ﬂuctuations rapides de faible amplitude, directement relie´es
a` la constante de temps de la re´troaction (pe´riode ∼0.2 s et amplitude pic-pic ∼15 nm quand
la constante de re´troaction τ vaut 2.2 ms), (ii) des ﬂuctuations plus lentes et de plus grande
amplitude (pe´riode ≈ 5 s ; amplitude pic-pic : 50 nm), (iii) des variations qui semblent line´aires
a` l’e´chelle de la minute, relie´es a` la de´rive du niveau ze´ro de force.
L’origine des oscillations (deuxie`me contribution) n’a pas e´te´ identiﬁe´e, malgre´ une analyse
5Les ancrages sont les suivants : biotine-streptavidine pour l’ADN sur la bille, et digoxyge´nine-antidigoxyge´nine
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de´taille´e de diverses origines possibles : elle n’est pas due a` la re´gulation de l’angle du faisceau
laser, ni a` des ﬂuctuations de la position du laser, ni a` des ﬂuctuations de l’intensite´ du laser,
ni a` la re´troaction de´plac¸ant la surface. Ces oscillations n’apparaissent cependant pas de fac¸on
syste´matique6. Il existe des corre´lations entre la position du laser et le niveau de force : elles
sont de´tecte´es graˆce a` une photodiode a` quatre cadrans captant une re´ﬂexion du laser a` l’entre´e
du microscope. Cependant, la de´rive qui en re´sulte intervient uniquement a` l’e´chelle de 10 min.
Les variations de la position du laser proviennent des ﬂuctuations de l’intensite´ du faisceau.
Ces ﬂuctuations e´tant petites en amplitude et lentes devant le temps typique d’une mesure de
vitesse, elles ne sont pas susceptibles de perturber les mesures eﬀectue´es pendant une expe´rience
de transcription.
Lors d’une expe´rience, on pratique re´gulie`rement des de´tentes (retour a` une contrainte
me´canique proche de ze´ro) pour controˆler la de´rive e´ventuelle du niveau ze´ro de force. La fonc-
tion analytique reliant F , Ex et L (e´quation 5.1.1) permet de calculer L(t) a` partir de F et
Ex(t). La vitesse de transcription est simplement de´ﬁnie par −dL(t)/dt. Sur la ﬁgure 5.5 est
repre´sente´ l’enregistrement entier de l’expe´rience de transcription pre´sente´e partiellement sur la
ﬁgure 5.4. La zone de´signe´e par un ”P” correspond a` un changement net de pente qui a pour
origine une pause de l’enzyme.
En excluant des donne´es la pause longue, on peut de´ﬁnir une vitesse moyenne sur tout le
temps d’enregistrement. Les variations de la vitesse instantane´e autour de cette moyenne sont
pour certaines relie´es directement au bruit de l’expe´rience, d’autres expriment un re´el change-
ment de vitesse ope´re´ par l’enzyme. Pour l’illustrer, on compare, sur la ﬁgure 5.6 l’extension au




pour l’expe´rience de transcription de la ﬁgure 5.4.
On remarque que les principales variations de vitesse mesure´es correspondent a` la deuxie`me
contribution de bruit : les oscillations de pe´riode ∼5 s. Pour de´ﬁnir la vitesse de l’enzyme,
on de´cide donc, pour tenir compte des limitations expe´rimentales de la mesure, de calculer
la variation moyenne de Ex(t) sur au moins ≈10 s. La pre´cision sur la valeur moyenne de la
vitesse de transcription augmentera avec le temps sur lequel elle a e´te´ calcule´e. Sur cette meˆme
expe´rience de transcription, on a calcule´ a` chaque instant une vitesse sur une dure´e τ donne´e.
On pre´sente sur la ﬁgure 5.7 les histogrammes des vitesses pour trois valeurs de τ diﬀe´rentes :
2 s, 10 s et 20 s. La pause a e´te´ retire´e des donne´es pour ce calcul.
La moyenne est sensiblement la meˆme dans les trois cas mais l’e´cart type diﬀe`re. Le gain de
pre´cision en passant de τ= 10 a` 20 s n’est pas tre`s important compare´ a` celui obtenu en passant
de τ= 2 a` 10 s ; ceci est conforme a` l’observation pre´ce´dente : il faut moyenner la vitesse sur un
temps τ supe´rieur a` la pe´riode de 5 s du bruit. Sur un enregistrement de ∼10s de Ex(t)
pendant une transcription a` une force F donne´e, on de´ﬁnit la vitesse comme la
6Une hypothe`se possible est que l’instabilite´ provient d’un eﬀet de convection dans l’huile de l’objectif a`
immersion
7Par cette ope´ration, on retire la progression moyenne de l’enzyme, et on ne garde que les ﬂuctuations locales
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Fig. 5.5 – Extension au cours du temps lors d’une transcription a` 5 pN, [NTP]=150 µM chaque
et T=27◦C. Acquisition des donne´es : f=100 Hz, coupure a` 44 Hz. Le P indique une rupture
nette de pente caracte´ristique d’une pause, l’e´toile indique une variation plus courte qui peut
e´ventuellement correspondre a` une pause, ou bien re´sulter des ﬂuctuations de la mesure. Les
portions entoure´es montrent des ﬂuctuations de grande amplitude lie´es a` une perturbation lors
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Fig. 5.6 – Comparaison entre ∆Ex(t) = (Ex(t)− < dEx(t)dt > .t) pour la transcription de la
ﬁgure 5.5 et Ex(t) pour le λ Dig-Biot. La quantite´ ∆Ex(t) permet de visualiser les ﬂuctuations
de la vitesse instantane´e autour de la vitesse moyenne. Certaines variations de la vitesse instan-
tane´e sont directement lie´es aux ﬂuctuations de la mesure (a` gauche), d’autres traduisent une
re´elle variation de la vitesse de transcription (a` droite), identiﬁe´e par une pente moyenne plus
importante que les de´rives observe´es sur le λ Dig-Biot. L’e´toile indique la variation note´e par le
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Fig. 5.7 – Histogrammes des vitesses calcule´es sur un temps τ (τ = 2s, 10s et 20s) sur les
donne´es de la transcription de la ﬁgure 5.5. A chaque instant t, on de´ﬁnit : V (t) = −{Ex(t)−
Ex(t + τ)}/τ .














Le calcul de la vitesse par cette me´thode de re´gression line´aire sur la mesure de Ex(t) pre´sente
un avantage : le re´sultat est inde´pendant du bruit a` petite e´chelle de temps (la premie`re des trois
contributions e´nume´re´es plus haut). Pour de´ﬁnir la vitesse moyenne de la polyme´rase dans des
conditions donne´es (concentration en nucle´otides, force), il faut cependant accumuler un grand
nombre de mesures car il existe : (i) des variabilite´s d’enzyme a` enzyme, comme cela a de´ja` e´te´
observe´ dans ce type d’expe´rience avec d’autres enzymes (re´fe´rences 12 et 13 de [96]), et (ii) des
variabilite´s pour une enzyme donne´e.
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Fig. 5.8 – Extension en fonction du temps lors d’une transcription sous une contrainte de 5 pN,
[NTP]=150 µM chaque, T=27◦C. Cette ﬁgure illustre les variabilite´s qui peuvent exister sur une
enzyme : le changement de vitesse vers t ∼40s peut eˆtre duˆ a` un changement de conformation
de la prote´ine. Les vitesses moyennes calcule´es d’apre`s les re´gressions line´aires sont indique´es
sur la ﬁgure.
contrainte me´canique constante de plus d’une minute : on constate que la polyme´rase trans-
crit a` une vitesse moyenne de ∼40 b/s pendant 20 s (soit presqu’un kb) puis a` une vitesse de
∼80 b/s durant ∼1 minute (soit 5 a` 6 kb). Des variabilite´s peuvent donc apparaˆıtre sur une
meˆme enzyme maintenue sous une contrainte me´canique constante. Les ﬁgures 5.9 et 5.10 illus-
trent les variabilite´s observables sur une enzyme lors d’un cycle : mise sous contrainte/de´tente
a` force nulle. Lors des expe´riences dont les re´sultats sont pre´sente´s sur ces ﬁgures, on maintient
une force de charge pendant ∼10 s puis on de´tend la construction avant d’imposer une nouvelle
contrainte. Ge´ne´ralement, la se´quence de force est la suivante : 5 pN - 0 pN - 11 pN - 0 pN -
15 pN- 0 pN- 11 pN - 0 pN - 5 pN... Parfois on privile´gie un ou bien deux niveaux de force.
Comme on le voit sur les ﬁgures, la vitesse mesure´e a` une force donne´e sur une polyme´rase ne
donne pas force´ment le meˆme re´sultat si la mesure est eﬀectue´e a` un autre moment. Cependant,
les variabilite´s sont inde´pendantes de la se´quence de force. On remarque enﬁn que l’amplitude
des variabilite´s de´pend de la polyme´rase (comparer les deux transcriptions de la ﬁgure 5.9). La
ﬁgure 5.10 montre e´galement les variabilite´s observables d’enzyme a` enzyme : par exemple la
vitesse est centre´e sur ∼130 b/s pour une polyme´rase (les triangles ) contre 60 a` 100 b/s pour
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Fig. 5.9 – Variabilite´ de la mesure de vitesse sur une meˆme enzyme, dans un cycle de tension-
de´tente. On repre´sente la vitesse fonction de la force, mesure´e sur deux polyme´rases diﬀe´rentes
([NTP]= 150 µM chaque ; T=27◦C). La vitesse est obtenue indirectement par une re´gression
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Fig. 5.10 – Vitesse fonction de la force ; chaque symbole se rapporte a` une polyme´rase. Cette
ﬁgure montre : (i) les variabilite´s sur une meˆme enzyme : de ∼40 a` ∼140 b/s pour les • et ∼40
a` ∼100 b/s pour les  ; (ii) les variabilite´s d’enzyme a` enzyme : vitesse centre´e vers ∼130 b/s
pour les , contre 60-100 b/s pour les ◦. Conditions de transcription : [NTP]=590 µM chaque ;
T=27◦C.
Eﬀets de se´quence
On peut s’attendre a` deux types d’inﬂuences de la se´quence sur la vitesse de transcription de
la polyme´rase : l’inﬂuence de se´quences particulie`res comme les se´quences de pauses ou d’arreˆt,
et l’inﬂuence due a` une aﬃnite´ e´ventuellement diﬀe´rente des quatre nucle´otides pour le site actif
de la polyme´rase et donc lie´e a` la teneur en bases A, C, G et T dans la se´quence codante. Les
deux eﬀets peuvent e´ventuellement se combiner.
Certaines se´quences spe´ciﬁques d’une longueur de l’ordre de l’empreinte de la polyme´rase
sur l’ADN (∼20 bases), et/ou les se´quences d’ARN qui en re´sultent, peuvent avoir une structure
particulie`re qui modiﬁe le fonctionnement de l’enzyme, induisant pause ou arreˆt (comme par
exemple les se´quences terminatrices, cf 2.2.5) ; ce type d’eﬀet a e´te´ particulie`rement observe´
et e´tudie´ sur l’ARNP d’E. coli par Davenport et al. [95]. Dans le mode a` force constante,
l’observation des pauses est facilite´e par une vitesse moyenne de transcription e´leve´e, car une
pause est d’autant plus visible qu’elle cre´e une rupture de pente nette non comparable a` une
de´rive typique du signal. De plus, elles doivent durer un certain temps pour eˆtre remarque´es.
Cependant, dans toutes les expe´riences que nous avons eﬀectue´es, les pauses sont tre`s rares (un
exemple est donne´ sur la ﬁgure 5.5), et il n’est pas possible d’en faire un traitement particulier
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Les expe´riences se terminent de deux fac¸ons : soit la polyme´rase s’arreˆte de´ﬁnitivement,
soit un point d’ancrage de la construction ce`de (peut-eˆtre une dissociation entre l’ADN et la
polyme´rase). Lors de nos expe´riences, la ﬁn de la transcription est-elle lie´e a` la se´quence ? Il est
impossible de re´pondre a` cette question car la conﬁguration expe´rimentale choisie (la mesure
de force commence alors que la polyme´rase a de´ja` commence´ a` transcrire) et l’incertitude sur
la relation entre l’extension, la longueur et la force (voir de´but du chapitre) ne permettent pas
de de´terminer avec assez de pre´cision a` quelle endroit sur la se´quence d’ADN la polyme´rase se
trouve a` un instant t quelconque.
On peut imaginer e´galement des eﬀets provenant de la teneur en bases A, C, G ou T dans
la se´quence du brin codant. Par exemple, l’aﬃnite´ diﬀe´rente des quatre nucle´otides pour le site
actif pourrait moduler la vitesse d’incorporation suivant la se´quence transcrite. Pour ﬁxer les
ide´es, une simulation nume´rique a e´te´ re´alise´e, dans laquelle on conside`re que la polyme´rase
peut adopter deux vitesses diﬀe´rentes : une vitesse pour la transcription des bases A et T et
une seconde pour les bases C et G. Meˆme en imposant un facteur 10 entre les deux vitesses, les
variations de vitesse dues a` la se´quence (celle du λ) sont observables pour t1 sec. On s’attend
donc a` ce que les variations de vitesses qui seraient dues a` la nature du nucle´otide a` incorporer ne
soient pas mesurables dans cette expe´rience, avec la se´quence d’ADN utilise´e. Par conse´quent, on
s’attend a` ce que la vitesse mesure´e lors d’une expe´rience de´pende peu de la se´quence transcrite,
et puisse eˆtre compare´e aux mesures de vitesses eﬀectue´es a` d’autres endroits sur la se´quence
d’ADN.
5.1.3 Signaux non relie´s a` l’avance´e de la polyme´rase
De´pliement re´versible de la prote´ine
Au cours de l’expe´rience, on observe parfois le phe´nome`ne suivant : alors que la polyme´rase
transcrit a` une vitesse donne´e, la construction se rallonge brusquement (t∼ 50-100 ms ; la
constante de temps de la re´troaction de´plac¸ant la surface est comprise entre 1 et 20 ms sui-
vant les expe´riences), et dans ∼80 % des cas, la vitesse de transcription devient ensuite nulle
(ou trop petite pour eˆtre mesure´e) ; l’enzyme retrouve en ge´ne´ral une vitesse non nulle apre`s
une de´tente a` F∼0 pN8. On identiﬁe cet allongement dx a` un de´pliement partiel de la prote´ine
comme on le de´taille maintenant.
La moyenne calcule´e sur 64 allongements, est a` 27◦C : dx = 48 nm ± 11 nm (de´viation stan-
dard) ; pour des tempe´ratures infe´rieures, dx est plus disperse´ : dx = 59 ± 17 nm, comme on
peut le voir sur la ﬁgure 5.12. La taille de l’allongement ne de´pend ni de la force applique´e, ni de
la concentration en NTP, dans les gammes e´tudie´es : F<20pN et 30<C<560 (cf. ﬁgure 5.13). La
fre´quence d’apparition d’un allongement est cependant de´pendante de la force. Pour en rendre
compte, on porte le nombre d’allongements observe´s rapporte´ au temps passe´ au niveau de force
correspondant, en fonction de la force. Le temps passe´ a` un niveau de force correspond au temps
8Ce phe´nome`ne est observable e´galement dans le mode Ex constant : une chute quasi instantane´e de la force se
produit, puis F (t) reste constant. Comme dans le mode F constant, la transcription reprend ge´ne´ralement apre`s
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Fig. 5.11 – ”Allongements” observe´s pendant une transcription. La ﬁgure repre´sente l’extension
(courbe du bas) et la force (coure du haut) en fonction du temps, lors d’une expe´rience de trans-
cription. Vers t ∼30s et t ∼50s ont lieu deux de´crochements d’une cinquantaine de nanome`tres
(entoure´s sur la ﬁgure), sous des tensions respectives de ∼12 et ∼10 pN. Apre`s chaque allonge-
ment, la vitesse est proche de ze´ro. Apre`s une de´tente vers F ∼0 pN (indique´e par une e´toile)
la vitesse est non nulle sur la tension suivante. Vers t ∼35s, on remarque qu’une de´tente a` ∼10
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Fig. 5.12 – Histogrammes des allongements a` 27◦C (en raye´ noir) et pour des tempe´ratures
comprises entre 22 et 26 ◦C (en gris). < dx >=48 nm ± 11 (ds) a` 27◦C et < dx >=59 nm ±
17 (ds) pour des tempe´ratures infe´rieures. Curieusement, la longueur de l’allongement est plus
disperse´e pour T <26◦C.
total cumule´ d’enregistrement de toutes les expe´riences de transcription (ou` v=0) au niveau de
force conside´re´. Sur la ﬁgure 5.15, on met en e´vidence l’accroissement de la fre´quence d’appa-
rition avec la force9. Si cet allongement est un processus active´, on s’attend a` une de´pendance
exponentielle de la fre´quence en fonction de la force. L’ajustement par une courbe d’e´quation :
A.exp(Fx/kT ) ou` A est une constante et x une distance caracte´ristique est imparfait. Si on
suppose malgre´ tout que la de´pendance est exponentielle, la distance caracte´ristique associe´e x
est de l’ordre du nanome`tre.
En re´sume´, des allongements sont quelques fois observe´s, (i) leur longueur dx est centre´e
autour de ∼50 nm, (ii) la fre´quence de leur apparition augmente avec la force, la mode´lisation
par le franchissement d’une barrie`re de potentiel associe une distance caracte´ristique de ∼1 nm,
(iii) la vitesse de transcription est ensuite tre`s faible ou nulle (<10 b/s dans 4 cas sur 5), mais
(iv) la vitesse optimale est retrouve´e dans la plupart des cas apre`s une de´tente a` force nulle.
Il est diﬃcile d’envisager que le phe´nome`ne observe´ puisse eˆtre relie´ a` un glissement de la
polyme´rase sur l’ADN. En eﬀet, l’allongement moyen de ∼50 nm correspondrait a` un glissement
de ∼150 bases. Cette longueur de´passe largement l’empreinte de la polyme´rase sur l’ADN, et
on s’attendrait dans le cas d’un large glissement sur l’ADN, a` une longueur de recul ale´atoire.
9De la meˆme manie`re, on peut e´tudier l’inﬂuence de la concentration en NTP sur la fre´quence d’apparition,
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Fig. 5.13 – Allongements dx en fonction de la force de charge (ﬁgure du haut), et en fonction
de la concentration en NTP (ﬁgure du bas ; pour plus de clarte´, l’axe des abscisse est en e´chelle
logarithmique). Dans les deux cas on n’observe pas de corre´lation.
Fig. 5.14 – Histogramme des vitesses apre`s l’allongement ; dans tous les cas, la vitesse e´tait non
nulle avant l’allongement. Pour la grande majorite´ des cas (ici 78 %), la vitesse mesure´e est
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Fig. 5.15 – Fre´quence d’apparition d’un allongement en fonction de la force exerce´e. Le calcul
de la fre´quence est de´crit dans le texte. Les carre´s se rapportent aux donne´es obtenues pour des
tempe´ratures comprises entre 22 et 26◦C, les ronds aux donne´es obtenues a` 27◦C. Les barres
d’erreur en abscisse donnent les intervalles de force dans lesquels les mesures ont e´te´ re´alise´es ;
les barres d’erreur en ordonne´e sont donne´es par le rapport entre la fre´quence calcule´e et la racine
carre´ du nombre d’allongements observe´s. Les trois courbes en grise´ sont une mode´lisation avec
de´pendance exponentielle pour trois distances caracte´ristiques diﬀe´rentes : 0.2 nm, 1 nm et 5
nm. La distance de 1 nm semble la plus adapte´e pour ajuster les donne´es.
Elle n’a en tout cas aucune raison d’eˆtre centre´e sur 150 bases. De plus, le fait que la vitesse
soit de nouveau non nulle apre`s une de´tente a` F∼0 pN ne s’expliquerait pas, car la polyme´rase
ne serait pas correctement positionne´e par rapport a` l’extre´mite´ 3’ de l’ARN.
Les quatre caracte´ristiques observe´es sont par contre compatibles avec l’hypothe`se d’un
de´pliement partiel de la prote´ine sous l’action de la force. Les expe´riences de de´pliements de
prote´ines a` l’e´chelle de la mole´cule unique, par application d’une force constitue un champ
d’e´tude a` part entie`re [108]. Les mesures de de´pliement ont e´te´ eﬀectue´es essentiellement par
Microscopie a` Force Atomique (AFM) sur des prote´ines implique´es dans les mouvements in-
tracellulaires, comme la titine [112]. Les forces ne´cessaires pour de´plier les domaines prote´iques
sont dans ce cas de l’ordre de la centaine de pN et au-dela`. Des expe´riences similaires sur des
prote´ines non implique´es dans le mouvement [110] ont montre´ que ces prote´ines se de´pliaient
sous des forces plus petites : 25 a` 35 pN pour la spectrine par exemple [111]. La force ne´cessaire
de de´pliement de´pend donc de la nature de la prote´ine, mais aussi des points d’application de la
force exerce´e [108], ainsi que de la vitesse de se´paration Vs [109, 110]. Dans la conﬁguration de
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Fig. 5.16 – Points d’application de la force exerce´e sur la polyme´rase. A gauche, le point d’appli-
cation est bien de´ﬁni, c’est l’extre´mite´ N-terminale de la polyme´rase. Un re´sidu de cette extre´mite´
porte une biotine lie´e a` la streptavidine pre´sente sur le polyme`re qui recouvre la surface traite´e
(cf annexe 9.5). A droite, la zone d’application de la force est moins bien localise´e ; elle est
partage´e par les contacts que fait l’ADN avec la polyme´rase, essentiellement dans les domaines
”doigts” et ”pouce”.
que l’on mesurerait dans une expe´rience ou` Vs = 0 seraient donc plus grandes que celles me-
sure´es dans nos expe´riences. La structure et la fonction de l’ARN polyme´rase de T7 ne sont
pas comparables a` la titine compose´e de domaines identiques juxtapose´s, et implique´e dans les
mouvements intracellulaires. Elle est plus proche de la spectrine, compose´e d’amas d’he´lices α.
L’ordre de grandeur des forces de de´pliements entre 5 et 20 pN mesure´s sur la polyme´rase est
compatible avec celui de 25-30 pN obtenu dans l’expe´rience de Rief et al. sur la spectrine [111].
L’ordre de grandeur de la longueur d’une chaˆıne peptidique est 0.35 a` 0.40 nm par acide
amine´ ; si l’allongement moyen de 48nm est associe´ a` un de´pliement complet d’une sous structure
de la prote´ine, il correspond a` l’e´tirement de ≈140 acides amine´s (soit ≈15 % de la prote´ine).
Quelles sont les points d’application de la force ? La polyme´rase est attache´e a` la surface par
l’extre´mite´ N-terminale10, qui constitue donc un point d’application pre´cis. Dans l’autre sens la
force s’applique sur la polyme´rase, via l’ADN (cf ﬁgure 5.16).
A priori, la force est donc distribue´e sur tous les contacts entre l’ADN et la polyme´rase
(essentiellement les domaines ”doigts” et ”pouce”, cf. 2.4.1). Il est diﬃcile d’envisager un
de´pliement des domaines en contact avec l’ADN qui n’aﬀecteraient pas directement la disso-
ciation. Or le complexe ADN-prote´ine ne se dissocie pas apre`s l’allongement. On en de´duit que
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l’allongement correspond vraisemblablement au de´pliement d’une partie du domaine N-terminal.
Puisque la vitesse est nulle dans la plupart des cas apre`s le de´pliement, on e´met l’hypothe`se que
ce de´pliement inhibe la catalyse, sans modiﬁer la dissociation. Pourtant, on trouve dans la
litte´rature des expe´riences sur des polyme´rases modiﬁe´es par mutations ou de´le´tions dans ce
domaine qui montrent que leur processivite´ est peu aﬀecte´e. Notre hypothe`se est-elle contradic-
toire avec ces donne´es ? Non, car un de´pliement induit par une contrainte me´canique n’a pas
force´ment les meˆmes eﬀets que des mutations ou une de´le´tion : le de´pliement peut entraˆıner des
changements de conformation dans les domaines proches alors que les mutations et de´le´tions
privent e´ventuellement la prote´ine d’une fonction essentielle mais ne provoquent pas de chan-
gement de conformation sur les domaines voisins. D’autre part, les expe´riences de mutagene`ses
laissent penser que des re´gions particulie`res du domaine N-terminal pourraient eˆtre implique´es
dans la reconnaissance de sites de pause ou d’arreˆt (cf 2.4.2 et 2.4.4) : le de´pliement partiel
suppose´ dans nos expe´riences pourrait-il provoquer un changement de conformation identique a`
celui induit par une se´quence d’arreˆt ? Les informations disponibles par les mesures de force ne
sont pas suﬃsantes pour pouvoir l’aﬃrmer. Cependant, les deux structures cristallographiques
du complexe en e´longation re´cemment publie´es (cf 2.4.4) indiquent que des re´gions du domaine
N-terminal ou proche de ce domaine qui subissent un important changement de conformation
lors du passage a` la phase d’e´longation semblent implique´es dans le me´canisme de reconnaissance
de sites de pauses ou d’arreˆt. C’est notamment le cas de la re´gion 150-200 (appele´e ”ﬂap” ou
sous-domaine H) et de la boucle de reconnaissance du promoteur, qui sont susceptibles d’eˆtre
aﬀecte´es par le de´pliement partiel suppose´.
Vitesses ne´gatives
Certaines polyme´rases posse`dent une activite´ exonucle´ase, qui leur permet d’inverser le sens
de la polyme´risation. Ce mode est favorise´ par l’incorporation d’un ”mauvais” nucle´otide et
participe ainsi a` la correction d’erreur lors de la transcription. L’ARNPT7 n’est pas connue
pour posse´der cette activite´. Sastry et Ross ont cependant observe´ une activite´ RNAse chez
l’ARNPT7, sur des complexes en e´longation arreˆte´s par un cross-link sur l’ADN ou stoppe´s a`
l’extre´mite´ 5’ du brin codant [52]. Cette observation est inde´pendante de la pyrophosphorylation
et lors de la phase d’e´longation ”normale”, la polyme´rase ne montre pas d’activite´ exonucle´ase.
Sastry et Ross n’ont pas montre´ si cette activite´ exonucle´ase s’accompagnait d’un mouvement de
la polyme´rase. Huang et al. [29] ont eux aussi voulu tester l’existence d’une activite´ exonucle´ase.
Pour ce faire, ils ont mis des complexes arreˆte´s par incorporation d’un 3’dNTP11 en pre´sence
de 3’rNTP en exce`s : l’hypothe`se est que si la polyme´rase pre´sente une activite´ exonucle´ase,
elle peut retirer le 3’dNTP et la chaˆıne d’ARN peut reprendre son extension. Les auteurs n’ont
pas observe´s d’extension de la chaˆıne d’ARN. Mais aucune observation de ce type n’a e´te´ faite,
contredisant le re´sultat de Sastry et Ross.
Dans nos expe´riences, des vitesses ne´gatives ont parfois e´te´ mesure´es. Parmi les transcriptions
a` 27◦C, 37 ”mouvements inverse´s” impliquant 20 polyme´rases ont e´te´ observe´s. Dans toutes ces
expe´riences, des vitesses positives ont e´te´ mesure´es avant et/ou apre`s le mouvement en arrie`re,
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assurant que l’enzyme e´tait active. Quand elle est ne´gative, la vitesse n’est corre´le´e a` aucune
autre valeur mesure´e (concentration en NTP ou force de charge) : les vitesses les plus e´leve´es
sont meˆme observe´es pour des faibles tensions. Dans la majorite´ des cas, c’est apre`s une baisse
de la force de charge ou une de´tente a` ze´ro piconewton que l’enzyme repart de nouveau vers
l’avant. Curieusement, ce sont les expe´riences ou` la concentration d’un ou plusieurs nucle´otides
est carence´e par rapport aux autres espe`ces de nucle´otides, dans lesquelles on observe le plus
de mouvements en arrie`re (cf. tableau ci-dessous). Pour diﬀe´rencier mouvement en arrie`re et
de´rive dans l’instrumentation de la mesure, on se´lectionne les vitesses supe´rieures ou e´gales
a` 8 b/s, mesure´es pendant au moins 8 secondes ; il ne reste alors que 9 e´ve´nements dont les
caracte´ristiques sont rassemble´es dans le tableau ci-dessous :
[NTP](µM) F(pN) V(b/s) t(s) activite´§
70 5 -9 10 +
3800 5.4 -18 8 -
40* 6.2 -10 12 +
40* 4.1 -11 9 +
40* 4.2 -18 11 -
40* 4.5 -32 11 +
38** 5 -10 19 -
150 4.1 -21 12 -
150 4.4 -21 9 +
§ : indique si une vitesse positive a ensuite e´te´ mesure´e (+) ou si le mouvement en
arrie`re marquait la ﬁn de la transcription (-).
* : concentration non homoge`ne en NTP, [ATP]= 590 µM, [CTP]= [UTP]= [GTP]=
30 µM; le chiﬀre de 40 µM apparaissant dans la colonne de gauche est calcule´e en
faisant la moyenne des inverses des concentrations de chaque NTP. Cela suppose
une relation line´aire entre l’inverse de la vitesse et l’inverse de la concentration (cf.
2.2.2).
** : idem mais avec [UTP]= 10 µM, [CTP]= [ATP]= [GTP]= 590 µM
Les mouvements en arrie`re sont donc rares et diﬃciles a` caracte´riser mais ils sont observe´s.
Une autre preuve est apporte´e par l’unique expe´rience qu’il a e´te´ possible de re´aliser a` 37◦C (voir
aussi page 107) : dans cette courte expe´rience, la validite´ des mesures de vitesses ne´gatives ne
fait pas de doute car (i) aucune de´rive globale du niveau de force n’est observe´e, et des de´rives
temporaires sont peu probables dans la mesure ou` les e´tirements ont e´te´ re´alise´s de chaque coˆte´
du point d’ancrage12, (ii) les vitesses ne´gatives sont importantes et des pauses (V tre`s proche
de ze´ro) ont e´te´ aussi observe´es (cf. ﬁgure 5.26).
12D’un coˆte´ du point d’ancrage le signal mesure´ correspondant a` la force est positif et il est ne´gatif de l’autre
(cf. 4.1.2) : une de´rive continue du niveau de force a donc tendance a` faire surestimer la vitesse d’un coˆte´ du
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[NTP](µM) F(pN) V(b/s) t(s) activite´
150 5 -56 3 +
150 8 -16 6 +
Ce qui est surprenant dans cette expe´rience, c’est le mouvement vers l’avant retrouve´ sans
baisse de force ou de´tente a` force nulle (cf. ﬁgure 5.26).
Les mouvements en arrie`re mesure´s pourraient correspondre a` une activite´ exonucle´ase. En
eﬀet, l’enzyme est capable de rede´marrer, ce qui sugge`re e´ventuellement que l’extre´mite´ 3’ de
l’ARN est correctement positionne´e par rapport au site catalytique. Des expe´riences ulte´rieures
sur l’ARNPT7 devraient apporter de nouvelles informations sur l’existence ou non de cette
activite´.
5.2 Re´sultats et analyses des expe´riences
Pour cette e´tude, trois niveaux de force ont e´te´ privile´gie´s : 5, 11 et 15.5 pN ; et quatre
concentrations en nucle´otides : 30, 70, 150, et 590 µM, pour chaque NTP13. Par la suite, par
”XX µM NTP”, on entend : XX µM pour chacun des quatre NTP, sauf pre´cision explicite.
Dans ces expe´riences de mesure de force mene´es a` 27◦C, la polyme´rase peut transcrire plusieurs
milliers de bases sous contrainte me´canique, a` des vitesses allant jusqu’a` la centaine de bases par
secondes ; une meˆme enzyme peut donc transcrire sous contrainte me´canique plusieurs minutes.
On montrera comment on peut mettre en e´vidence des e´tapes limitantes couple´es ou non au
mouvement de la polyme´rase vers l’avant en variant la force, les concentrations en NTP et en ions
magne´sium. On pre´sentera e´galement les diﬀe´rentes inﬂuences que peuvent avoir sur la vitesse
de transcription et le comportement de l’enzyme la concentration en sel et la tempe´rature.
Dans la conﬁguration utilise´e, une force applique´e via l’ADN s’oppose au mouvement vers
l’avant de la polyme´rase. A chaque cycle d’incorporation, la polyme´rase doit alors fournir un
travail pour se de´placer sur l’ADN. En conse´quence, l’application de la force doit ralentir la
ou les e´tapes lie´es au mouvement vers l’avant. Ce mouvement s’accompagne d’une re´duction
de longueur d’ADN entre la polyme´rase et la bille ; plus pre´cise´ment, la variation de longueur
que l’on de´tecte dans notre expe´rience est en fait la variation de la distance entre le domaine
N-terminal (ou` est localise´ le point d’attachement a` la surface) et la bille.
On suppose implicitement ci-dessus que (i) la structure de la polyme´rase n’est pas aﬀecte´e
par l’application de la force et que (ii) les e´tapes qui ne sont pas lie´es a` ce mouvement d’avance´e
sont tre`s peu sensibles a` la force applique´e.
On rappelle de plus que la structure locale de l’ADN double brin est tre`s peu modiﬁe´e par
la force exerce´e (cf. discussion sur l’e´quation 5.1.1).
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Fig. 5.17 – Vitesse relative V/ < V (5pN) > pour [NTP]=30 µM () et [NTP]= 590 µM (◦),
en fonction de la force. Pour [NTP]= 30 µM, < V (5pN) >
26 b/s (33 points, 11 enzymes) et
pour [NTP]= 590 µM < V (5pN) >
106 b/s (16 points, 7 enzymes). Chaque point repre´sente
une mesure de vitesse sur une enzyme et plusieurs points peuvent provenir d’une meˆme enzyme
(pour [NTP]= 590 µM : 18 enzymes, 36 points ; pour [NTP]= 30 : 23 enzymes, 37 points et
pour F 
15 pN, les trois points sont obtenus avec trois enzymes diﬀe´rentes).
5.2.1 Mise en e´vidence d’une e´tape lie´e au mouvement
On peut observer la de´pendance de la vitesse a` la force sur une meˆme enzyme en faisant varier
les niveaux de force pendant une expe´rience. Pour caracte´riser le comportement moyen, il faut
accumuler un grand nombre de mesures. Comme on a pu le voir sur les ﬁgures 5.9 et 5.10, la force
a peu d’inﬂuence dans la gamme 5-20 pN, et pour les concentrations utilise´es (respectivement
150 et 590 µM). Cependant, meˆme s’il reste faible, l’eﬀet de la force est plus important a` basse
concentration en NTP. On le montre sur la ﬁgure 5.17 ou` l’on compare pour [NTP]=30 µM et
[NTP]=590 µM les baisses relatives de vitesse en fonction de la force.
Cette tendance est conﬁrme´e avec les autres concentrations : en passant de 5 a` 15 pN, la
vitesse moyenne baisse respectivement de 8, 23, 31 et 46 % pour [NTP]= 590, 150, 70 et 30 µM.
Ces re´sultats montrent que les faibles concentrations en NTP font apparaˆıtre une
e´tape limitante couple´e a` la force, donc a` un travail de l’enzyme dans la direction
d’application de la contrainte me´canique.
Eﬀet de la force en fonction de la concentration en NTP
On montre maintenant de fac¸on plus de´taille´e comment une baisse de la concentration en
NTP fait apparaˆıtre une e´tape limitante couple´e a` la force. Nous de´gagerons un des re´sultats
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ve´riﬁe si elle est du type Michaelis-Menten (cf. 2.2.2).
La conﬁguration de l’expe´rience ne permet pas de tracer la courbe V ([NTP ]), a` force
ﬁxe´e, pour une meˆme enzyme, car il est diﬃcile de varier la concentration en NTP en cours
d’expe´rience, en faisant les mesures sur une meˆme prote´ine. Une courbe repre´sentant la de´pendance
entre la vitesse et la concentration en NTP fait donc ne´cessairement intervenir des moyennes de
vitesses obtenues sur plusieurs polyme´rases. Pour pre´senter les re´sultats, on choisit de repre´senter
1/V en fonction de 1/[NTP ] (cf 2.2.2). Dans le calcul de la moyenne de 1/V , les faibles vitesses
prennent une grande importance par rapport aux autres. Une se´lection des donne´es s’ave`re donc
ne´cessaire : pour chaque couple de conditions ([NTP], force), on a calcule´ la valeur moyenne de
l’inverse de la vitesse, en excluant 20% des points de fac¸on a` ce que les 80% restants soient dans
le plus petit intervalle possible. Apre`s la se´lection, il reste 189 points obtenus sur 48 enzymes
diﬀe´rentes, pour un temps total de transcription de 1 h 18 min (dont ∼50 min au premier niveau
de force, ∼20 min au deuxie`me et ∼7 au troisie`me). Le tableau suivant indique pour chaque
couple de condition ([NTP], force) le nombre d’enzymes et le nombre de donne´es qui ont servis
a` e´tablir les moyennes :
[NTP] (µM) Force (pN) enzymes points < 1/V > (s/b) ESM
30 5 11 33 0.039 0.001
30 11 9 11 0.057 0.003
30 15.5 3 3 0.070 0.006
70 5 11 25 0.025 0.001
70 11 9 18 0.031 0.001
70 15.5 4 5 0.037 0.006
150 5 17 30 0.016 0.001
150 11 11 21 0.019 0.001
150 15.5 5 7 0.021 0.001
590 5 7 16 0.0094 0.0006
590 11 6 13 0.0102 0.0006
590 15.5 5 7 0.0103 0.0012
A chaque point correspond une de´termination inde´pendante de vitesse de transcrip-
tion. ESM : erreur sur la moyenne, de´ﬁnie dans l’annexe 9.8.
Pour les trois niveaux de force conside´re´s, les moyennes obtenues sont place´es sur la ﬁ-
gure 5.18.
Dans cette repre´sentation, une re´action du type Michaelis-Menten conduit a` une relation
line´aire : la droite coupe l’axe des ordonne´es en 1/V = 1/VM , et la pente correspond au rapport
Km/VM . Pour [NTP]70 µM, on obtient bien des droites, mais un eﬀet non michaelien apparaˆıt
entre 30 et 70 µM. Cet eﬀet sera de´taille´ dans un paragraphe ulte´rieur page 98. Dans le domaine
70[NTP]590 on obtient, pour chaque niveau de force, les valeurs de VM et de Km suivantes
par trois re´gressions line´aires inde´pendantes (la force est donne´e en pN, Km/VM en s.µM/b, VM
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Fig. 5.18 – 1/V en fonction de 1/[NTP ] a` diﬀe´rentes forces : 5±1 pN (), 11±0.7 pN (◦), et
15.5±1.5 pN (). Les points correspondent (de gauche a` droite) aux concentrations suivantes :
590, 150, 70, 30µM (indique´ sur la ﬁgure). Les droites repre´sentent les re´gressions line´aires
eﬀectue´es pour chaque niveau de force en ne prenant pas en compte les points a` 30µM. La
proce´dure pour obtenir la moyenne de 1/V a` une force et une concentration donne´e est indique´e
dans le texte.
F VM Km/VM Km
0 136 1.01 ± 0.15 140
5 139 1.34 186
12 137 1.7 236
15.5 149 2.08 288
pour F=0 pN, Km/VM et VM sont obtenus en eﬀectuant une extrapolation linaire
d’apre`s les re´sultats a` F=0.
Km est simplement de´duit des valeurs de Km/VM et VM donne´es dans le tableau.
Le Km moyen mesure´ par Arnold et al. [79] est de 55 µM. Les Km obtenus d’apre`s les
mesures de force sont donc plus e´leve´s. On remarque qu’il existe cependant un facteur 2 entre
les re´sultats de Guajardo et ceux d’Arnold (cf 2.2.4). Les conditions de l’expe´rience, ainsi que
le contexte de se´quence jouent suˆrement un roˆle important pour la valeur de ce parame`tre.
Le VM mesure´ in vitro et in vivo (cf 2.2.4) vaut ≈ 240 b/s a` 37oC. Si l’on tient compte d’une
baisse d’activite´ de l’ordre d’un facteur 2 entre 35 et 25oC (cf. paragraphe consacre´ a` l’inﬂuence
de la tempe´rature page 107), on estime alors la vitesse a` 27oC a` ≈ 120 b/s. Les valeurs obtenues
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Les deux parame`tres de l’e´quation de Michaelis (Km et VM ), obtenus en extrapolant a`
force nulle nos re´sultats expe´rimentaux sur mole´cule unique, sont donc compatibles avec ceux
e´tablis pre´ce´demment graˆce aux expe´riences d’enzymologie. Comment ces parame`tres varient
avec la force applique´e, et plus pre´cise´ment quelle est la signiﬁcation du re´seau de droites de la
ﬁgure 5.18 ? Dans le cas d’une re´action a` un substrat, on peut de´crire le cycle d’incorporation
par le sche´ma ge´ne´ral suivant :
E + NTP  (E ·NTP )1  (E ·NTP )2... E + PPi
La premie`re e´tape correspond a` la ﬁxation du nucle´otide dans le site actif de la polyme´rase.
Les e´tapes suivantes menant aux diﬀe´rents e´tats (E · NTP )i de´crivent des changements de
conformations e´ventuels de la polyme´rase. La ﬁn du cycle correspond a` l’e´tape d’hydrolyse du
nucle´otide conduisant a` l’incorporation du NTP dans la chaˆıne d’ARN, puis a` l’e´jection d’un py-
rophosphate (PPi). Dans ce sche´ma global, la premie`re e´tape est d’autant plus lente (de´favorable)
que la concentration en nucle´otide est faible : l’e´tape de rencontre entre le nucle´otide et le site
actif de la polyme´rase est limitante pour [NTP] petit. Quand la concentration en [NTP] est
saturante, cette premie`re e´tape devient tre`s rapide : c’est donc les e´tapes suivantes incluant
l’hydrolyse qui sont limitantes pour [NTP] grand. Pour mettre en e´vidence l’e´tape qui de´pend
de la force, il faut se placer dans les conditions ou` celle-ci est limitante (l’e´tape limitante impose
la vitesse de transcription, et on suppose que l’e´tape lie´e au mouvement de la polyme´rase vers
l’avant est celle qui de´pend de la force de charge).
On ve´riﬁe sur la ﬁgure 5.18 que ce sont les basses concentrations ou` l’eﬀet de la force est
le plus important. Quand la concentration en NTP augmente l’eﬀet tend a` disparaˆıtre. Les
re´sultats montrent donc que 1/VM (l’ordonne´e a` l’origine) ne semble pas de´pendre de la force
dans la gamme 5-15 pN : la plus grande variation est observe´e entre 1/VM (11 pN) et 1/VM (15.5
pN), et elle n’est que de 8 %. Au contraire, le rapport Km/VM (le pente des droites) augmente
de 27 % entre 5 et 11 pN et de 55 % entre 5 et 15.5 pN. Une interpre´tation simple peut eˆtre
faite a` partir de ces re´sultats :
1. 1/VM repre´sente la limite du temps d’incorporation quand 1/[NTP] → 0, i.e. dans des
conditions ou` ce temps est uniquement donne´ par les e´tapes suivant la liaison du nucle´otide
dans le site actif, la rencontre NTP-polyme´rase n’e´tant pas limitante. Comme ce temps ne
de´pend pas de la force expe´rimentalement, la premie`re e´tape de la re´action doit induire
un mouvement vers l’avant.










A basse concentration, la vitesse est donc proportionnelle a` VM/Km. Km/VM est tre`s
de´pendant de F dans nos re´sultats, et traduit le fait qu’expe´rimentalement la vitesse
de´pend de la force a` basse concentration : l’e´tape limitante a` basse concentration est
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Ces observations sont compatibles avec une avance´e de la polyme´rase lors de la
ﬁxation du NTP dans le site actif.
Si l’avance´e avait lieu apre`s la liaison du nucle´otide dans le site catalytique, on devrait
observer les eﬀets inverses14 :
(i) l’eﬀet de la force sur la vitesse devrait eˆtre pre´ponde´rant pour [NTP] grand, et s’estomper
pour [NTP] petit.
(ii) VM (qui de´pend entre autre de l’e´tape d’hydrolyse) devrait de´pendre de la force, alors
que Km/VM devrait peu ou pas varier.
Si on eﬀectue maintenant les re´gressions line´aires en imposant VM comme parame`tre constant,
on obtient les valeurs suivantes des parame`tres de Michaelis :
– VM=140 ± 9
– Km(5)=186 ± 19
– Km(11)=240 ± 23
– Km(15.5)=281 ± 30
Les re´gressions line´aires ont e´te´ eﬀectue´es en aﬀectant a` chaque point un poids donne´ par
l’inverse du carre´ de l’erreur sur la moyenne, et en excluant les donne´es a` 30 µM.
Sur la ﬁgure 5.19, on trace le logarithme ne´pe´rien de Km en fonction de la force impose´e.
Ajuster une droite passant par les trois points revient a` exprimer Km sous la forme d’une
exponentielle. L’argument de l’exponentielle peut se mettre sous la forme : Fd/kT , ou` d est une
distance caracte´ristique. Ici, la pente de la droite est 0.040 pN−1 ; prenant kT
 4.1 pN.nm, on
en de´duit : d 
 0.16 nm, soit a` peu pre`s la moitie´ de la distance inter-base. On reviendra sur ce
re´sultat de manie`re plus approfondie dans le paragraphe 5.3.2, et on montrera comment on peut
introduire des distances caracte´ristiques d’une base et d’une demi-base dans diﬀe´rents mode`les.
Eﬀet de la concentration en Mg2+
On a vu (partie 2.4.1) que la catalyse de la polyme´risation ne´cessitait un cofacteur : l’ion
magne´sium, et le processus d’hydrolyse est suppose´ faire intervenir deux ions Mg2+.
En solution, les espe`ces ioniques interagissent et peuvent s’associer. Les mesures des constantes
de dissociation permettent de pre´dire quelle proportion d’une espe`ce peut re´agir avec une autre.
Notamment un NTP (qui porte 4 charges ne´gatives) peut s’associer a` un ion monovalent ou
divalent. Dans les conditions standards de transcription a` 37◦C, la constante de dissociation KD
mesure´e pour la re´action :
ATP 4− + Mg2+ ↔MgATP 2−
est KD ≈30 µM [8]. La re´action :
MgATP 2− + Mg2+ Mg2ATP
14Keller et Bustamante [93] ont fait une interpre´tation de´taille´e concernant les ﬁgures attendues dans la
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Fig. 5.19 – ln(Km) en fonction de la force applique´e. L’ajustement d’une droite revient a`
conside´rer que Km(F ) peut s’e´crire sous la forme : Km(0).exp(Fd/kT ) ou` d est une distance
caracte´ristique qui vaut 
0.16 nm, i.e. une demi-base, et Km(0) 
 150 µM.
pre´sente une constante de dissociation plus grande de trois ordres de grandeur : KD ≈25 mM
[8]. Les re´actions faisant intervenir d’autres espe`ces chimiques ont un KD e´leve´ (par exemple
avec K+ : KD ≈70 mM), ou bien font intervenir des espe`ces trop peu concentre´es pour eˆtre
prises en compte (c’est le cas des H+, dont le KD avec les NTP n’est que ≈90 µM, mais qui
sont minoritaires a` pH ≈ 8). On peut donc calculer approximativement les concentrations d’ions
magne´sium libres, de NTP libres et de NTP associe´s a` un ion magne´sium ; dans ce paragraphe,
on note respectivement ces trois concentrations : [Mg]libre, [NTP]libre et [Mg·NTP]. On note
[Mg]tot et [NTP]tot, les concentrations totales introduites au de´part. On a donc :
[NTP ]libre + [Mg ·NTP ] = [NTP ]tot
[Mg]libre + [Mg ·NTP ] = [Mg]tot
On ne tient compte que du KD de la re´action entre le Mg et le NTP (on ne´glige les autres
re´actions, avec le KGlu, le H+, le Li+, etc...). Le tableau suivant donne les re´sultats pour les
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Les nombres calcule´s (colonne de droite) permettent de re´aliser la proximite´ avec ceux de
la colonne centrale : on voit que dans la mesure ou` les concentrations en magne´sium et/ou
NTP sont tre`s supe´rieures a` KD, l’espe`ce la moins concentre´e des deux re´agit donc entie`rement
avec l’autre. Lors du cycle de transcription, il est donc probable que l’un des deux magne´siums
ne´cessaires a` la catalyse soit apporte´ par le NTP entrant. L’autre magne´sium provient sans doute
des ions reste´s libres en solution. Les NTP ”pie`gent” les ions magne´sium, et la concentration
en magne´sium peut donc devenir un facteur limitant du cycle d’incorporation ; et notamment
lorsque la concentration [Mg]tot n’est pas largement supe´rieure a` [NTP]tot.
[NTP]tot (mM) [Mg]tot (mM) F (pN) < V > (b/s) N tmin (s)
15.2 28 5 70 ± 11 5 9
15.2 28 11.5 91 ± 6 4 5
15.2 28 13.5 (84) 1 2
7.2 22 5.5 103 ± 13 7 9
7.2 22 11.5 (155) 1 6
7.2 22 14 104 ± 7 3 3
15.2 15 5 16 ± 3 5 10
15.2 15 11.5 23 ± 5 3 12
6.8 8.5 5 50 ± 4 11 9
6.8 8.5 11 51 ± 4 9 10
6.8 8.5 16 47 ± 5 3 11
2.4 8 5 106 ± 6 16 9
2.4 8 11 98 ± 6 13 9
2.4 8 15.5 97 ± 11 7 9
15.6 8 ∀F pas de tr.* - -
Re´sultats obtenus pour diﬀe´rentes concentrations en NTP et magne´sium. N indique
le nombre de points pris en compte apre`s la se´lection de 80% des inverses de vitesse
constituant le plus petit intervalle possible. tmin est le temps minimum de transcrip-
tion pour chaque condition.
* : pour [NTP]tot=15.6 mM et [Mg]tot=8 mM, aucune transcription n’a e´te´ observe´e.
Aﬁn d’e´tudier l’inﬂuence du magne´sium dans le processus d’e´longation, on a mesure´ des
vitesses de transcription, a` diﬀe´rentes concentrations en [NTP]tot et [Mg2+]tot, pour des niveaux
de force variables. On s’est place´ a` des concentrations en NTP au dessus du Km, pour que la
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trop faible concentration en nucle´otides. Les re´sultats sont pre´sente´s dans le tableau ci-dessus
et discute´ par la suite.
Inﬂuence de la concentration en magne´sium a` 5 pN.
Les premie`res observations (illustre´es sur la ﬁgure 5.20) que l’on peut faire sont les suivantes :
(i) pour une concentration en NTP donne´e, la vitesse augmente avec la concentration en Mg
(expe´riences a` 15.2 mM NTP, et 6.8-7.2 mM NTP) ; (ii) pour une concentration donne´e de Mg,
la vitesse de transcription diminue lorsque l’on augmente la concentration en NTP (expe´riences
a` 8-8.5 mM Mg) ; (iii) la concentration en magne´sium repre´sente l’ordre de grandeur de la
concentration en nucle´otides au dela` de laquelle la polyme´rase n’avance plus (expe´riences a` 8-
8.5 mM Mg et expe´riences a` 15.2-15.6 mM NTP). Les remarques (i) et (iii) sont en accord avec
les re´sultats obtenus par Lykke-Andersen et Christiansen [11] qui ont observe´ une inﬂuence de
[Mg2+] sur la vitesse d’incorporation, pour des polyme´rases sauvages et modiﬁe´es dans la partie
C-terminale.
On peut mode´liser le cycle d’incorporation par un processus a` deux substrats (le NTP com-
plexe´ a` un ion Mg2+ et l’ion Mg2+ provenant des ions libres en solution) :
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KNTP et KMg de´signent les constantes de dissociation pour les deux substrats. Le sche´ma
correspond au cas ou` les substrats, qui se lient a` la polyme´rase dans des sites diﬀe´rents, n’in-
















Pour une concentration en NTP donne´e, la droite repre´sentant 1/V en fonction de 1/Mg
coupe l’axe des abscisses en (-1/KMg). A chaque concentration en NTP est associe´e une droite.
Dans les expe´riences mene´es en variant la concentration en ions magne´sium, on a utilise´ des
concentrations saturantes en NTP de fac¸on a` ce que la vitesse de transcription ne de´pende que
tre`s peu de [NTP] et soit donc proche du VM . Dans ces conditions, si on porte les inverses des
vitesses mesure´es en fonction des inverses des concentrations en ions magne´sium libres16, les
points mesure´s appartiennent approximativement a` une meˆme droite. On porte les valeurs sur
la ﬁgure 5.21 ; on ajoute aussi les valeurs obtenues a` des niveaux de forces supe´rieurs a` 5 pN car
la force de charge a peu (ou pas) d’eﬀet sur la vitesse, comme on va le voir dans le paragraphe
suivant.
15La liaison d’un substrat dans son site ne modiﬁe pas l’aﬃnite´ de l’autre substrat pour son site
16On estime la concentration en magne´sium libre a` partir de la valeur du KD de la re´action entre magne´sium
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Fig. 5.20 – Vitesse en fonction de [Mg]tot a` [NTP]tot ﬁxe´e (en haut), et vitesse en fonction de
[NTP]tot a` [Mg]tot ﬁxe´e (en bas). Deux expe´riences a` [Mg2+]tot=8 mM et [NTP]tot=15.6 mM
n’ont donne´e aucun e´ve´nement de transcription, sugge´rant que ces conditions ne permettent pas
a` l’enzyme d’eˆtre active ; le point correspondant a e´te´ ajoute´ () : sur la ﬁgure du haut, pour
[NTP]tot ≈15.2-15.6 mM, il indique que la concentration limite en magne´sium au dessous de
laquelle la polyme´rase est inactive est comprise entre 8 et 15 mM ; sur la ﬁgure du bas, il indique
que pour [Mg2+]tot ∼8 mM, la concentration limite en [NTP]tot au dela` de laquelle la polyme´rase
est inactive est comprise entre 6.8 et 15.6 mM.
D’apre`s la re´gression line´aire eﬀectue´e sur les re´sultats (cf ﬁgure 5.21, on estime : KMg = 3.0
+/- 0.8 mM. Young et al. [80] ont mesure´ : KMg= 2.1 +/- 1.6 mM et Woody et al. [16] : KMg ≈
2 mM. Le re´sultat obtenu sur mole´cule unique est donc cohe´rent avec les mesures classiques
”en volume”. Les expe´riences a` plus basses concentrations en NTP (de 30 a` 600 µM) dont les
re´sultats ont e´te´ pre´sente´s dans le paragraphe pre´ce´dent ont e´te´ mene´es avec [Mg]tot= 8 mM. Si
on applique le sche´ma re´actionnel pre´ce´dent a` deux substrats sur les donne´es de la ﬁgure 5.18,
en imposant KMg= 3 mM17, on obtient les meˆme KNTP et on obtient VM 
200 b/s contre

150 b/s si on conside`re un processus a` un substrat. Le Km des NTP reste donc inchange´
conforme´ment a` l’hypothe`se de non-interfe´rence entre les sites des deux substrats, et la vitesse
maximale augmente de ∼30%. La prise en compte de la concentration en Mg n’est donc pas
de´terminante dans la description de la cine´tique tant que l’on a [Mg]tot= 8mM et [NTP] 600
17Dans le cas du me´canisme a` deux substrats, on suppose que KMg ne de´pend pas de la force, hypothe`se bientoˆt
justiﬁe´e. De plus, la concentration en [Mg]libre a e´te´ ﬁxe´e arbitrairement a` 7.3 mM, valeur interme´diaire entre les


















5.2. Re´sultats et analyses des expe´riences 95
Fig. 5.21 – Inverse de la vitesse fonction de l’inverse de [Mg2+]libre, a` diﬀe´rents niveaux de
force. Dans tous les cas, la concentration en NTP n’est jamais limitante : elle est toujours >
600 µM, aﬁn d’attribuer la baisse de vitesse a` la concentration en Mg2+libre. La droite en pointille´s
est le re´sultat d’une re´gression line´aire.
µM.
Inﬂuence de la force
Pour les diﬀe´rentes concentrations en [Mg]tot et [NTP]tot, la vitesse de transcription a e´te´
mesure´e en fonction de la force de charge. Dans tous les cas de ﬁgure ([NTP]590 µM chaque,
et 8 mM<[Mg]tot <28 mM) on n’observe pas de de´pendance a` la force. Pour illustrer ce re´sultat,
on repre´sente la moyenne du rapport V (F )/ < V (5pN) > dans les conditions [NTP]tot=6.8 mM
et [Mg2+]tot=8 mM. On choisit ces conditions car ce sont celles ou` l’on a le plus de points, et
ce sont des conditions ou` une e´tape est rendue limitante (car la vitesse moyenne est faible : 
50
b/s). Pour faire une comparaison, on porte sur la meˆme ﬁgure les rapports obtenus dans les
conditions : ([NTP]tot, [Mg2+]tot)=(2.4 µM , 8 mM) et (120 µM; 8 mM) dont les donne´es brutes
ont de´ja` e´te´ porte´es sur la ﬁgure 5.17. Une carence en magne´sium fait donc apparaˆıtre une e´tape
limitante puisque la vitesse est re´duite par cette carence, mais on voit sur la ﬁgure 5.22 que
cette e´tape n’est pas sensible a` la force18
Conclusion
Cette se´rie d’expe´riences permet de proposer :
1. l’e´longation est sensible a` la concentration en Mg2+ : un des ions magne´sium pre´sent dans
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Fig. 5.22 – Les barres repre´sentent la moyenne du rapport V (F )/ < V (5pN) >, pour trois
conditions diﬀe´rentes : (i) [NTP] et [Mg2+] ne sont pas limitants (590 µM chaque NTP, 8 mM
Mg2+ ; hachure´ croise´), (ii) [Mg2+] est limitant, mais pas [NTP] (1.7 mM chaque NTP i.e. 6.8
mM NTPtot, 8 mM Mg2+ ; grise´), (iii) [NTP] est limitant, mais pas [Mg2+] (30 µM chaque NTP,
8 mM Mg2+ ; hachure´ simple). En insert, les concentrations limitantes sont symboliquement en
italique et les concentrations saturantes en gras. La vitesse ne de´pend de la force que dans le
cas ou` la concentration en NTP est limitante.
le site actif est issu des ions libres en solution, l’autre est apporte´ par le NTP entrant. En
premie`re approximation, chaque NTP re´agit avec un ion Mg2+ en solution.
2. le cycle peut eˆtre de´crit par un me´canisme a` deux substrats (NTP et Mg2+) qui n’in-
terfe`rent pas entre eux ; KMg est estime´ a` ∼3 mM, ordre de grandeur compatible avec
ceux mesure´s ”en volume”.
3. lorsque la concentration en magne´sium limite l’avance´e de la polyme´rase, l’eﬀet de la force,
dans la gamme 4-17 pN, s’il existe, n’est pas mesurable avec le dispositif expe´rimental
actuel : la re´duction de magne´sium fait apparaˆıtre une e´tape limitante qui n’est
pas couple´e au mouvement de la polyme´rase vers l’avant .
Quelle est cette e´tape ? Sait-on quelle inﬂuence peut avoir le magne´sium sur la liaison des
NTP dans le site actif et sur l’hydrolyse des NTP? D’apre`s la structure et le mode`le suppose´
d’incorporation des NTP, la pre´sence d’ions me´talliques est requise pour eﬀectuer l’hydrolyse
du NTP en e´crantant des charges ne´gatives et permettre un e´tat transitoire pentacovalent du
phosphate, e´tat identiﬁe´ comme essentiel pour la catalyse. Dans le mode`le de catalyse a` deux ions
illustre´ sur la ﬁgure 2.9 page 27, l’ion A interagit prioritairement avec l’extre´mite´ 3’-OH de l’ARN
et favorise la liaison phosphodiester, l’ion B est proche des phosphates β et γ du NTP entrant et
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l’ion B, l’ion A provenant alors des Mg2+ libres en solution. C’est le roˆle de l’ion A provenant du
magne´sium libre en solution qui est mis en e´vidence par la diminution en Mg total. On propose
l’hypothe`se que l’e´tape de catalyse est de´pendante de la concentration des ions me´talliques,
beaucoup plus que ne peut l’eˆtre l’e´tape de ﬁxation du NTP dans le site actif. Les re´sultats
montrent que la diminution de la concentration en magne´sium rend limitante(s) une
ou plusieurs e´tapes lie´e(s) a` la catalyse (un changement de conformation ne´cessaire, la
liaison phosphodiester elle-meˆme ou l’e´jection du PPi), elle s’accompagne donc d’une baisse de
la vitesse de transcription ; cette vitesse ne de´pend pas de la force, sugge´rant que cette(ces)
e´tape(s) n’est(sont) pas lie´e(s) a` l’avance´e de la polyme´rase sur l’ADN, re´sultat en
accord avec la proposition que l’e´tape d’avance´e a lieu lors de la ﬁxation du NTP
dans le site actif.
Conclusion sur l’e´tape d’avance´e de la polyme´rase
Les donne´es que l’on vient de de´crire permettent donc de proposer l’e´tape de ﬁxation du
nucle´otide dans le site actif comme l’e´tape associe´e au mouvement de la polyme´rase vers l’avant.
Cette hypothe`se est aussi sugge´re´e par diﬀe´rentes expe´riences mene´es par ailleurs. En utili-
sant des prote´ines ﬁxe´es a` divers endroits sur l’ADN et bloquant l’avance´e de la polyme´rase,
Guajuardo et al. ont mis en e´vidence un accroissement du Km durant la phase d’initiation
[41]. Cette observation est compatible avec un mouvement vers l’avant stabilise´ par la ﬁxation
du nucle´otide. En eﬀet, durant la phase d’initiation, la polyme´rase reste lie´e au promoteur en
avanc¸ant et en comprimant l’ADN (cf partie 2.2.3) : le mouvement vers l’avant devient donc de
plus en plus diﬃcile pour la polyme´rase au fur et a` mesure de l’avance´e sur l’ADN. Une e´tude
de Huang et Sousa [36] montre aussi que la position sur l’ADN de la polyme´rase arreˆte´e de´pend
de la pre´sence ou non du prochain nucle´otide a` incorporer. Ces re´sultats ont e´te´ obtenus sur
des complexes arreˆte´s en e´longation par l’incorporation d’un 3’dNTP19, par digestion de l’ADN
par des endonucle´ases et analyse sur gel d’e´lectrophore`se. L’expe´rience est cependant de´licate a`
interpre´ter car les re´sultats sont tre`s de´pendants de la concentration en endonucle´ase. Mais il
apparaˆıt toutefois que la pre´sence de nucle´otides favorise un de´placement de l’empreinte de la
polyme´rase sur l’ADN de une ou deux bases suivant les expe´riences.
Dans la partie 5.3.2, on cherchera a` exploiter les re´sultats obtenus par mesure de force aﬁn
de proposer des sche´mas re´actionnels compatibles avec les donne´es.
Nous revenons tout d’abord sur l’eﬀet ”non Michaelien” observe´ a` basse concentration en
NTP, puis sur l’inﬂuence de la concentration saline et de la tempe´rature.
19L’incorporation suivante est impossible car il manque le groupement -OH a` l’extre´mite´ 3’ de l’ARN ne´cessaire
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5.2.2 Eﬀet non Michaelien
Nous abordons maintenant les re´sultats a` ”faible” concentration en NTP (<70 µM). Com-
ment expliquer l’eﬀet non michaelien observe´ sur la ﬁgure 5.18 ? Une erreur sur la concentration
en NTP est-elle en cause ? Pendant la puriﬁcation des complexes arreˆte´s par centrifugation sur
gradient de sucrose (de´taille´ en annexe 9.3.2 et 9.3.3), il se peut qu’une partie des nucle´otides
introduits a` haute concentration lors de l’initiation ne soient pas e´limine´s ; une partie pour-
raient se retrouver de´pose´s dans l’e´chantillon faussant l’estimation de la concentration lors de
la mesure. La vitesse, plus e´leve´e qu’attendue, a` basse concentration en NTP ajoute´s pourrait
s’expliquer ainsi. Pour tester cette hypothe`se, trois centrifugations dans les conditions iden-
tiques a` l’expe´rience ont e´te´ re´alise´es avec des nucle´otides marque´s au 33P . Les re´sultats (cf.
annexe page 164) montrent que la concentration de chacun des trois nucle´otides introduits pour
l’initiation est au ﬁnal dans le puits < 0.5µM. L’hypothe`se de la ”fuite” ne semble donc pas
s’appliquer.
On e´tudie maintenant d’autres raisons (non lie´es aux me´thodes expe´rimentales utilise´es) qui
pourraient expliquer l’eﬀet non michaelien a` basse concentration : (i) l’inﬂuence que peut avoir
la concentration locale de PPi, et (ii) l’existence de deux e´tats de l’enzyme, de´pendant de la
concentration totale en NTP.
Inﬂuence de la concentration en PPi
Dans les notions d’enzymologie expose´es au 2.2.2, on a ne´glige´ la concentration des pyro-
phosphates. La concentration totale des PPi est en eﬀet ne´gligeable, mais la concentration locale
autour de la polyme´rase peut eˆtre diﬀe´rente si la diﬀusion des PPi n’est pas assez rapide : les
pyrophosphates produits lors de l’hydrolyse de chaque nucle´otide incorpore´ pourrait dans ce cas
interagir avec la polyme´rase, et jouer le roˆle d’inhibiteur compe´titif, i.e. pouvoir entrer momen-
tane´ment dans le site actif a` la place des nucle´otides. La possibilite´ d’inverser la re´action par
pyrophosphorylation est diﬃcile a` prendre en compte, car on ne connaˆıt pas la constante de
re´action qui permettrait a` la polyme´rase d’e´jecter le NMP dernie`rement incorpore´. La constante
n’est pas nulle, mais elle est en tout cas trop petite pour fournir une contribution a` la correction
d’erreur [29]. Pour simpliﬁer, on suppose tout d’abord que le pyrophosphate ne joue qu’un roˆle
d’inhibiteur compe´titif ; le syste`me est alors de´crit par deux re´actions en compe´tition :
E + NTP KD↔ E ·NTP kcat→ E + PPi
E + PPi Ki↔ E · PPi
Une concentration en PPi e´leve´e peut ”ralentir” la polyme´rase. Cette concentration e´tant
directement relie´e a` la vitesse de transcription (un pyrophosphate relargue´ par nucle´otide incor-
pore´), l’eﬀet non michaelien observe´ pourrait s’expliquer ainsi : a` haute concentration en NTP,
la polyme´rase se de´place rapidement (proche du VM ) mais produit beaucoup de pyrophosphates
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Fig. 5.23 – Mode´lisation pour estimer la concentration locale en PPi autour de l’enzyme. La
polyme´rase est repre´sente´e par la sphe`re de rayon ρ ; les pyrophosphates sont e´mis avec un de´bit
J0 (un PPi e´mis a` chaque incorporation de nucle´otide dans le chaˆıne d’ARN). On cherche la
concentration en pyrophosphate a` la position r a` l’instant t.
re´duite s’accompagne d’un plus faible ”de´bit” de pyrophosphates, qui ne peuvent plus intervenir
comme inhibiteur. L’importance du roˆle joue´ par les pyrophosphates de´pend de la fac¸on dont
ils diﬀusent dans la solution, en fonction de leur ”de´bit”.
Pour e´tudier ce proble`me, on fait l’analogie suivante : on conside`re une source sphe´rique de
dimension ρ (la polyme´rase) qui envoie les PPi a` de´bit constant J0 (cf ﬁgure 5.23), et on cherche
la distribution de PPi autour de la source au cours du temps.












ou` c est la concentration des PPi, r la distance au centre de la source et D le coeﬃcient
de diﬀusion des PPi. ρ et tdiff = ρ2/4D sont deux grandeurs caracte´ristiques du proble`me. On
introduit deux variables sans dimension [73] : ζ = r/ρ et τ = 4Dt/ρ2 = t/tdiff . Une e´quation
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Ces fonctions ve´riﬁent notamment : erf(0) = 0, erf(∞) = 1 et erf(−x) = −erf(x). A et B







On estime le coeﬃcient de diﬀusion D avec la formule : D = kT/γ. γ = 6πηa est le coeﬃcient
de friction de l’objet de dimension a. Prenant a ≈ 0.2 nm, on obtient D 
 10 · 10−6 cm2/s. On
peut ve´riﬁer la validite´ de cette estimation en encadrant le coeﬃcient des PPi (H4P2O7) obtenu
par celui d’une mole´cule plus petite et celui d’une mole´cule plus grande. A 25◦C, le coeﬃcient
de diﬀusion de l’ATP est environ 3.7·10−6cm2/s [82] et celui de petites mole´cules comme NaCl,
KCl ou KBr est compris entre 14 et 19·10−6cm2/s [113]. L’ordre de grandeur choisi pour DPPi
est donc correct.













Le terme Ψ de´pend the´oriquement du temps, mais on peut ve´riﬁer qu’autour de la polyme´rase
(dans un rayon de 10 nm) la valeur de Ψ atteint tre`s rapidement (< 1 sec) sa limite stationnaire.
On peut donc conside´rer qu’a` tout moment dans nos expe´riences, l’e´tat stationnaire est atteint.
On calcule Ψ pour t 	 1 sec, v= 100 b/s, et 5< r <7 nm, et on obtient alors : [PPi]=C(ζ, τ)
compris entre 11 et 16 mole´cules par µm3, c’est-a`-dire : [PPi] < 0.03 µM.
Comment cette concentration intervient-elle dans l’expression de la vitesse ? La pre´sence d’un
inhibiteur compe´titif modiﬁe l’e´quation de Michaelis-Menten. Le Km, lie´ a` l’aﬃnite´ des NTP
pour le site actif de l’enzyme est modiﬁe´ par la pre´sence des pyrophosphates inhibiteurs : dans
l’e´quation de Michaelis-Menten, Km est remplace´ par Km(1+
[PPi]
Ki
) ou` Ki de´signe la constante
de dissociation du complexe enzyme-pyrophosphate. La vitesse devient donc :
v =
VM





Ki=830 ± 8 µM d’apre`s Guajardo et Sousa [74], et 200 µM ± 45 pour Arnold et al. [79].
Chez l’ADNP d’E. coli, Ki est du meˆme ordre de grandeur (230 µM) alors que le Km n’est
pas comparable (de l’ordre du µM) [21]. Les pyrophosphates jouent un roˆle important dans la




a` 4 · 10−4. On en de´duit que les pyrophosphates entourant la polyme´rase ne jouent pas un roˆle
important dans la cine´tique, et l’eﬀet non michaelien ne peut donc pas leur eˆtre attribue´.
La pyrophosphorylation peut-elle avoir une inﬂuence ? Si on conside`re une concentration en
NTP de 600 µM, et une concentration en PPi de 0.03 µM, il y a autour de la polyme´rase20 1
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pyrophosphate pour 20000 nucle´otides. Meˆme en supposant qu’une pyrophosphorylation soit
e´quiprobable a` une hydrolyse, un retour en arrie`re devrait eˆtre observe´ tous les 20 kb, ce
qui ne peut pas modiﬁer la vitesse de transcription. La pyrophosphorylation semble donc eˆtre
ne´gligeable dans ces conditions.
Mise en e´vidence de deux e´tats de´pendant de la concentration en NTP
Une de´viation par rapport a` la cine´tique Michaelienne peut eˆtre la signature de l’existence de
deux e´tats, de´pendants de la concentration en NTP (cf 2.2.2). Ce phe´nome`ne a e´te´ observe´ pour
l’ARNP d’E.coli par Foster et al. [75], mais avec l’eﬀet inverse : un accroissement de la pente de
1/V quand 1/[NTP ] augmente. Les auteurs ont interpre´te´ les re´sultats en supposant l’existence
d’un site alloste´rique proche du site actif ; l’occupation simultane´e des deux sites (alloste´rique
et actif) par deux nucle´otides du meˆme type ferait passer l’enzyme d’un e´tat ”de´favorable” a` un
e´tat ”favorable”. A basse concentration, la probabilite´ de remplir les deux sites simultane´ment
diminue, et la polyme´rase resterait dans ces conditions dans un e´tat ”de´favorable” (d’ou` un
accroissement de la pente de 1/V ). Pour l’ARNPT7, l’explication n’est pas recevable car la
pente diminue quand 1/[NTP ] augmente : l’e´tat ”favorable” serait associe´ a` la non-occupation
du site alloste´rique.
On va montrer qu’eﬀectuer des expe´riences en carenc¸ant un ou plusieurs nucle´otides apporte
des informations sur la nature des deux e´tats (s’ils existent).
a)Dans un premier temps on conside`re qu’a` chaque incorporation, les trois types de nucle´otides
en compe´tition avec le NTP a` incorporer ne jouent aucun roˆle d’inhibition. Que se passe-t-il si
les concentrations des diﬀe´rents NTP ne sont pas identiques (i.e. si un ou plusieurs NTP sont
carence´s) ? On prend par exemple une concentration C1 pour chacun de trois NTP (disons A, C
et G) et C2 pour le quatrie`me, avec C1 > C2. Quelle est la vitesse moyenne de l’enzyme sur une
se´quence quelconque ? On suppose que la polyme´rase passe un temps t1=1/v1 sur chaque base
A, C ou G, et un temps t2=1/v2 sur chaque U, v1 et v2 de´signant les vitesses d’incorporation.
Sur les 24 premiers kb du λ, le pourcentage d’ade´nine sur 150 bases est de 23.5 % ± 4.2 (sd) et
de 23.5 % ± 2.5 sur 1000 b. Sur les portions de se´quences transcrites pendant une expe´rience
(de l’ordre du kb), le pourcentage de chaque base est proche de 25%. On conside`re donc qu’une
carence en un NTP a pour eﬀet de ralentir l’incorporation d’une base sur quatre en moyenne.














Deux se´ries d’expe´riences de ce type ont e´te´ re´alise´es, une premie`re avec : [ATP]= [CTP]=
[GTP]= 590 µM et [UTP]= 10 µM; une seconde se´rie dans les conditions : [UTP]= [CTP]=
[GTP]= 30 µM et [ATP]=590 µM, dans les deux cas sous une contrainte de ∼5 pN. De ces
expe´riences, on extrait la moyenne < 1/V > ; si on suppose que la valeur moyenne de 1/v1
(associe´e a` la concentration e´leve´e) est donne´e par les re´sultats des expe´riences sans carence, on
peut the´oriquement de´terminer l’inverse de la vitesse a` basse concentration 1/v2, en fonction de
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La premie`re se´rie d’expe´rience donne : < 1/V >= 0.040 s ; la moyenne est obtenue sur
17 mesures de vitesse (6 polyme´rases) pour des temps de transcription supe´rieurs a` 10 s pour
chaque point, et pour un temps total de 14 min 21. On de´signe par V(C) la vitesse pour une
concentration en nucle´otide e´gale a` C, exprime´e en µM. Prenant 1/V(590)= 0.0094 s (voir










L’indice car rappelle qu’il s’agit d’une vitesse obtenue dans des expe´riences ou` un ou plusieurs
types de NTP sont carence´s. Deux expe´riences avec [NTP]=10 µM pour chaque NTP ont e´te´
mene´es. Les re´sultats n’apparaissent pas sur la ﬁgure 5.18 pour deux raisons : (i) pour une des
deux expe´riences, la tempe´rature n’e´tait pas re´gule´e a` 27◦C, mais a` 22◦C ; (ii) les mesures sont
peu nombreuses : 2 polyme´rases pour 8 points a` basse force (apre`s la se´lection des points de´crite
plus haut : 3.6 < F < 4.8pN , temps total= 2 min). Ne´anmoins, il est instructif de comparer
les re´sultats obtenus dans ces conditions avec celui obtenu dans l’expe´rience de carence. Des
expe´riences a` [NTP]=10 µM pour chaque NTP, on tire : < 1/V (10) >= 0.072 s, qui est presque
de moitie´ infe´rieur (45 %) a` la valeur obtenue ci-dessus.
Concernant la seconde se´rie d’expe´rience (A= 590 µM; C= G= U= 30 µM), on obtient :
< 1/V >= 0.036 s (20 points, 12 polyme´rases, temps de transcription >8 s, pour un temps total













Pour les expe´riences a` [NTP]=30 µM pour chaque NTP, le re´sultat e´tait : < 1/V (30) >=
0.039 s, qui est encore infe´rieur (de 19 %) a` la valeur obtenue dans l’expe´rience de carence.
Si l’on ajoute les points obtenus a` basses concentrations dans les expe´riences de carence a`
ceux obtenus a` 5 pN pour [NTP]=30, 70, 150 et 590 µM sans carence, on obtient la ﬁgure 5.24 :
on s’aperc¸oit que les deux points ajoute´s se trouvent dans le prolongement de la droite de´crivant
le processus d’incorporation pour [NTP ] ≥70 µM. On ajoute aussi le point correspondant aux
expe´riences a` [NTP]=10 µM pour chaque NTP, qui renforce l’ide´e de l’existence de deux e´tats
puisque ce point ne s’aligne pas avec les points aux hautes concentrations.
Ces expe´riences permettent de proposer une premie`re interpre´tation pour le processus : il
existe deux e´tats qui de´pendent uniquement de la concentration globale en NTP ; les domaines
de concentration de´ﬁnissant les deux e´tats sont de´termine´s par les deux parties de la courbe
qui sont line´aires dans la repre´sentation 1/V fonction de 1/[NTP ] (nomme´s A pour les ”hautes
concentrations” et B pour les ”basses concentrations” sur le ﬁgure 5.25). L’e´tat haute concen-
tration est atteint si la concentration totale en NTP est supe´rieure a` 4x70=280 µM (car l’eﬀet
non-michaelien apparaˆıt pour [NTP]<70 µM chaque, sur la ﬁgure 5.18).
Dans la premie`re se´rie d’expe´riences de carence il y a trois nucle´otides a` 590 µM et le
quatrie`me a` 30µM, on a donc [NTP]tot=3x590 + 30 = 1800 µM > 280 µM : l’enzyme est dans


















5.2. Re´sultats et analyses des expe´riences 103
Fig. 5.24 – Inverse de la vitesse de transcription en fonction de l’inverse de la concentration
en NTP, a` 5 pN. Sont repre´sente´s sur la ﬁgure les re´sultats quand les concentrations des quatre
nucle´otides sont les meˆmes () et les re´sultats des calculs eﬀectue´s graˆce aux mesures de vitesses
dans les expe´riences de carences (•) ; on repre´sente aussi le re´sultat obtenu sur deux expe´riences
a` [NTP]=10 µM chaque (), dont une e´tait eﬀectue´e a` 22◦C. Les pointille´s sont le re´sultat d’une
re´gression line´aire qui prend en compte les trois  correspondant a` 1/[NTP]<0.02 et les deux
• ; ils indiquent que les re´sultats obtenus par les expe´riences de carence (•) se trouvent dans le
prolongement de la droite de´crivant la cine´tique pour 1/[NTP]<0.02.
par la courbe de la ﬁgure 5.25 pour [NTP]=590 µM et la vitesse v2 sur la quatrie`me base (le NTP
carence´) est donne´e par le prolongement de la droite correspondant a` l’e´tat A, pour [NTP]=30
µM. Dans la seconde se´rie, on a : [NTP]tot=590 + 3x30 = 680 µM > 280 µM, l’enzyme est dans
l’e´tat A e´galement.
Il reste une diﬃculte´ dans cette interpre´tation : on suppose d’une part que l’e´tat de l’enzyme
(qui de´termine sa cine´tique) de´pend de la concentration totale en NTP, mais d’autre part on
ne conside`re pas les nucle´otides incorrects comme des inhibiteurs compe´titifs21 (la vitesse d’in-
corporation d’un type de nucle´otide est totalement inde´pendante des autres espe`ces de NTP,
hypothe`se de de´part). Une possibilite´ d’interpre´tation est de supposer qu’il existe deux sites
d’occupation : le site actif ou` la discrimination est quasi parfaite, et un second site pouvant
accueillir n’importe quel type de nucle´otide et dont l’occupation de´termine l’e´tat de l’enzyme.
b)On a suppose´ jusqu’ici que les nucle´otides incorrects n’e´taient pas des inhibiteurs compe´titifs,
21Un inhibiteur compe´titif a une aﬃnite´ assez forte pour le site actif de l’enzyme pour prendre la place du sub-
strat et ralentir ainsi la cine´tique (l’e´tape de catalyse e´tant impossible avec l’inhibiteur). Lors de la transcription,
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Fig. 5.25 – Illustration des deux e´tats de´pendants de la concentration totale en NTP. Les quatre
points sont les re´sultats expe´rimentaux pour F=5 pN. Si la polyme´rase restait dans l’e´tat A, les
re´sultats seraient aligne´s sur la droite en pointille´s ; les petits pointille´s indiquent la vitesse pour
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mais qu’ils intervenaient uniquement dans la de´termination de l’e´tat de l’enzyme (haute ou basse
concentration). On cherche maintenant une autre interpre´tation des re´sultats en conside´rant
cette fois-ci que les trois espe`ces de ”mauvais” NTP sont des inhibiteurs compe´titifs22. On sait
que dans ce cas l’expression de la vitesse est modiﬁe´e et prend la forme :
v =
VM





ou` S et I de´signent respectivement les bons et mauvais nucle´otides et Ki la constante de
dissociation entre la polyme´rase et un mauvais NTP (on suppose cette constante inde´pendante
de la nature du NTP). Dans le cas ou` les concentrations en NTP ne sont pas homoge`nes, on
















VM de´signe ici la vitesse maximale d’incorporation d’un NTP quand ce dernier n’est pas
en compe´tition avec d’autres espe`ces de NTP (i.e. si α=0 ou β=023), et est donc diﬀe´rent du
”VM apparent” V
app
M qui est mesure´ en pre´sence des autres ”NTP inhibiteurs”. Dans le cas de
concentrations homoge`nes en NTP (α=3), le V appM (mesure´ a` ∼140 b/s dans nos expe´riences)
vaut : VM/(1 + 3β). De meˆme, le K
app
m vaut : Km/(1 + 3β). Pour de´terminer la vitesse sur une
se´quence comprenant ∼25% de chaque bases quand la concentration en NTP n’est pas homoge`ne,
il faut calculer l’inverse de la vitesse d’incorporation de chaque espe`ce de NTP puis en eﬀectuer
la moyenne. Par exemple, dans la premie`re se´rie d’expe´rience avec [UTP]=10µM et [ATP]=
[GTP]= [CTP]= 590 µM, il faut calculer deux inverses de vitesses : 1/Vu et 1/Vacg, avec pour
l’incorporation d’un U : [I]=αu[UTP] et pour l’incorporation d’un A, G ou C : [I]=αacg[ATP], (ici
αu=177 et αacg=2). Si le processus est Michaelien, les vitesses sont donne´es par l’e´quation 5.2.5.
Mais on suppose que ce n’est justement pas le cas ici ! On peut cependant exprimer les vitesses
d’incorporations simplement, suivant le domaine de concentration (cf. ﬁgure 5.25) : dans chaque
e´tat, l’inverse de la vitesse est donne´e par l’e´quation 5.2.5, mais suivant l’e´tat de l’enzyme (A ou
B), les constantes VM et Km sont diﬀe´rentes. Dans l’e´tat A, elles sont donne´es par les valeurs
expe´rimentales obtenues a` 5 pN pour [NTP ] ≥ 70µM : V appM =140 b/s et Kappm =186 µM. Dans
l’e´tat B, on de´termine l’e´quation de droite avec les deux points expe´rimentaux a` 10 et 30µM.
























22On suppose que l’aﬃnite´ d’un nucle´otide incorrect pour le site actif n’est pas ne´gligeable, mais que son
incorporation dans la chaˆıne d’ARN est impossible. Ceci est justiﬁe´ par la bonne ﬁde´lite´ de la polyme´rase (cf 2.2.4)



























Connaissant < 1/V > par l’expe´rience, on en de´duit une e´quation du second degre´ sur β qui
n’admet qu’une solution positive : β ∼0.02. Si on eﬀectue le meˆme calcul pour la seconde se´rie
d’expe´rience de carence, on obtient une seule solution positive : β ∼0.03.
Ceci permet de donner une seconde interpre´tation aux re´sultats obtenus : il existe deux e´tats,
de´pendant de la concentration du nucle´otide a` incorporer ; la vitesse d’incorporation prend en
compte les autres nucle´otides qui sont des inhibiteurs avec une constante de dissociation Ki tre`s
e´leve´e par rapport au Km : 0.02 Km/Ki 0.03.
Dans la premie`re interpre´tation, on pourrait supposer que le rapport Km/Ki est non nul24 :
on s’aperc¸oit alors que dans les deux se´ries d’expe´riences de carences, β doit eˆtre encore plus
petit qu’un centie`me (les calculs me`nent a` β <0). On en de´duit qu’il est impossible de trouver
une interpre´tation des re´sultats dans laquelle la constante de dissociation Ki est proche du Km ;
cela sugge`re une grande discrimination de la part de la polyme´rase, de`s la rencontre avec le
nucle´otide25.
Dans la se´rie d’expe´riences de carence avec [UTP]=10 µM, on a ne´glige´ l’inﬂuence que
peuvent avoir la pre´sence des 4-5 µM d’UDP non incorporable provenant du gradient de sucrose
(voir les protocoles dans la partie 9.3.2 et page 157). De plus, une hypothe`se importante a e´te´ faite
dans tous ces traitements : la vitesse moyenne n’est pas suppose´e de´pendre de la nature du NTP
a` incorporer. Or, on sait que le Km est diﬀe´rent pour chaque NTP [74, 79]. Il est diﬃcile d’estimer
l’impact de ces diﬀe´rences dans les re´sultats obtenus ci-dessus. Ces derniers reposent donc sur
certaines approximations (meˆme Km pour chaque NTP, se´quences homoge`nes) et parfois sur
un nombre limite´ d’expe´riences (pour [NTP]=10 µM chaque), cependant il se de´gage deux
interpre´tations pouvant expliquer l’eﬀet non-Michaelien observe´ expe´rimentalement :
1. L’enzyme existe sous deux e´tats diﬀe´rents. L’e´tat de´pend de la concentration totale en
NTP. Les nucle´otides incorrects ne jouent aucun roˆle d’inhibition (discrimination parfaite)
2. l’enzyme existe sous deux e´tats diﬀe´rents. L’e´tat est de´termine´ par la concentration du
nucle´otide a` incorporer. Les NTP incorrects sont des inhibiteurs compe´titifs et la constante
de dissociation entre la polyme´rase et un NTP incorrect est supe´rieur au Km de 2 ordres
de grandeur.
Un corollaire important est :
quelque soit l’interpre´tation, le Km est tre`s faible devant la constante de dissociation entre
la polyme´rase et un nucle´otide incorrect.
24Dans ce cas, les nucle´otides incorrects joueraient un roˆle d’inhibiteurs et la concentration totale en NTP
de´terminerait l’e´tat de l’enzyme.
25Dans l’hypothe`se ou` les mauvais NTP sont des inhibiteurs du type analogues non-incorporables (i.e. avec une
aﬃnite´ proche de celle du NTP correct), on pose Ki  Km, i.e. β 1. Dans le cas de la premie`re interpre´tation,
les inverses de vitesses attendus dans les deux se´ries d’expe´riences, respectivement 0.188 s (8-9 b/s) et 0.065 s (15
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5.2.3 Autres eﬀets
Eﬀet de la concentration en Glutamate de Potassium (KGlu)
Les nucle´otides utilise´s sont issus de stocks concentre´s a` 100 mM chaque, dans une solution
contenant e´galement 100 mM d’ions lithium Li+. Les stocks sont dilue´s dans l’eau avant d’eˆtre
utilise´s. Au cours de l’expe´rience, lors de la mesure, la concentration en Li+ dans l’e´chantillon est
comprise entre 100 et 2500 µM; elle est conside´re´e comme ne´gligeable devant les autres espe`ces
ioniques : [Mg2+]=8 mM, [KGlu]=25 mM pre´sentes dans la solution. On sait qu’une partie des
interactions permettant de stabiliser le complexe ADN-polyme´rase est d’origine e´lectrostatique
(cf 2.4.1). La pre´sence de sel doit e´cranter ces interactions et donc globalement de´stabiliser
le complexe. Cela a e´te´ ve´riﬁe´ indirectement par Maslak et al. [78]. Dans nos expe´riences, on
observe une diminution de la dissociation en baissant la concentration en KGlu. Cette diminution
s’observe par (i) des temps de transcription plus long, (ii) une re´sistance a` des forces plus
importantes (>10 pN), (iii) des ”cassures spontane´e” (cassure de l’e´ve´nement lors de la mise
sous tension, attribue´e a` la dissociation entre l’enzyme et l’ADN) moins fre´quentes. Mais il est
diﬃcile d’eˆtre quantitatif car d’autres changements pour ame´liorer les conditions de mesures ont
eu lieu paralle`lement.
Inﬂuence de la tempe´rature
Dans la litte´rature, on trouve peu d’expe´riences re´alise´es dans le but d’e´tudier l’inﬂuence
de la tempe´rature sur la fonction enzymatique de la polyme´rase. Des mesures de l’activite´ de
l’enzyme en fonction de la tempe´rature ont e´te´ mene´es par Chamberlin et Ring [61] et par
Oakley et al. [81]. Les re´sultats montrent une forte de´pendance a` la tempe´rature : l’activite´ est
multiplie´e par ∼1.7 entre 20 et 25◦C et entre 25 et 30, et par ∼1.2 entre 30 et 35◦C26. Nous
avons cherche´ a` re´aliser des expe´riences de transcription sous contrainte me´canique a` 37◦C.
Malheureusement, la premie`re constatation est que peu de complexes re´sistent a` une force de
charge, meˆme petite. Il est impossible de savoir si c’est la polyme´rase qui laˆche l’ADN, ou si
c’est un attachement chimique (ADN sur bille par exemple) qui casse. Il est donc tre`s diﬃcile
de mener ce type d’expe´rience a` 37◦C. Un seul e´ve´nement de transcription a e´te´ observe´. Le
comportement de l’enzyme (en partie illustre´ par la ﬁgure 5.26) est diﬀe´rent, par certains aspects,
du comportement moyen observe´ a` 27◦C :
1. la vitesse moyenne est plus grande, comme on pouvait l’attendre : pour 4.3 < F < 8.6 pN
et NTP= 150 µM chacun, < v >= 145 b/s ± 30 (6 points, de 2 a` 7 s de transcription
chacun), contre 62 b/s ± 15 (30 points) a` 27◦C .
2. la vitesse n’est constante que sur des courtes pe´riodes de temps infe´rieures a` 10 s.
3. des pauses, voire des ”retours en arrie`re” (eﬀet discute´ page 83) sont observe´s avec une
fre´quence plus importante qu’a` 27◦C.
26Ces mesures de vitesse incluent la phase d’initiation tre`s lente, mais l’utilisation de transcrits long rend cette
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Fig. 5.26 – Extension (courbe du bas) et force (courbe du haut) en fonction du temps pour
l’unique transcription a` 37◦C. Le changement de signe de la force indique de quel coˆte´ du point
d’ancrage les e´tirements de l’ADN ont e´te´ eﬀectue´s (cf 4.1.2). Les e´toiles indiquent un signal
s’apparentant a` une pause ; les ﬂe`ches indiquent les signaux correspondant a` une vitesse ne´gative.
Il me semble inte´ressant de noter ces caracte´ristiques particulie`res car, meˆme si elles ne
re´sultent que d’une expe´rience, elles n’ont jamais e´te´ observe´es pour des tempe´ratures infe´rieures
ou e´gale a` 27◦C.
D’apre`s les re´sultats obtenus ici, la vitesse diminue d’un facteur 2.3 +/- 0.3 entre 37◦C et
25◦C, ce qui est compatible avec le facteur de 2.0 entre l’activite´ a` 25◦C et a` 35◦C mesure´ par
Chamberlin et Ring, et Oakley et al. Cette baisse d’activite´ correspondrait essentiellement a` une
re´duction de la vitesse moyenne de transcription.
Il est diﬃcile de penser que les changements de re´gime de vitesse soient se´quence-de´pendant ;
en eﬀet, la vitesse n’est augmente´e que d’un facteur deux par rapport a` la valeur obtenue a` 27◦C
(et donc le nombre de bases transcrites e´galement) : de tels changements de vitesses devraient
eˆtre observe´s a` 27◦C sur les enregistrements dont la dure´e est supe´rieurs a` 10 ou 15s, ce qui n’est
pas le cas.
Encore plus de´licate est l’interpre´tation des ”retours en arrie`re”, qui sont diﬃcilement im-
putables au syste`me de mesure comme on l’a vu page 84.
La tempe´rature agit donc sur la vitesse moyenne de transcription. Cependant les impor-
tants changements locaux de vitesse observe´s sur l’unique expe´rience a` 37◦C, indiquent que la
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5.3 Mode`les mole´culaires et the´ories
5.3.1 Concepts et de´ﬁnitions
L’implication des prote´ines dans les processus biologiques
Les prote´ines, dont le roˆle est pre´dominant dans la plupart des processus biologiques, ne
doivent pas eˆtre conside´re´es comme des objets statiques. En particulier, leur action catalytique
peut eˆtre lie´e a` un changement dynamique de conformation. Dans certains cas, des parties
articule´es leur permettent des actions me´caniques couple´es a` des re´actions chimiques. La forme
d’une prote´ine peut aussi eˆtre modiﬁe´e par la liaison d’une autre mole´cule. Ce me´canisme peut
eˆtre exploite´ par la cellule pour ge´ne´rer du mouvement ou re´guler des re´actions chimiques.
Ce type de me´canisme permet ainsi aux prote´ines de fonctionner comme moteur, horloge (en
introduisant un de´lai lors d’une re´action), facteur d’assemblage ou transport d’information [132].
Les prote´ines s’assemblent souvent pour former des grands complexes fonctionnant comme des
machines : les mouvements coordonne´es de chaque sous-unite´ permettent d’eﬀectuer des taˆches
complexes dans l’espace et le temps.
Les changements de conformations dus a` la liaison d’un ligand, ou associe´s a` l’hydrolyse de
l’ATP peuvent fournir de l’e´nergie aux ”prote´ines moteurs”, utilise´e par exemple pour produire
une force me´canique (pour les moteurs line´aires) ou un pompage d’ions a` travers une membrane
(pour les moteurs rotatifs). Les moteurs line´aires peuvent se de´placer sur un substrat compose´
d’unite´s assemble´es pe´riodiquement (comme les nucle´otides de l’ADN). Ces unite´s de´terminent
en ge´ne´ral le pas de la prote´ine-moteur. Chaque pas eﬀectue´ est couple´ a` un certain nombre
de changements de conformations et de re´actions chimiques, dont l’hydrolyse de l’ATP27. La
re´action d’hydrolyse permet aux prote´ines de se mouvoir de fac¸on unidirectionnelle : l’e´quilibre
de la re´action est de´place´ par la pre´sence dans la cellule d’une quantite´ importante d’ATP, e´tat
me´tastable, par rapport aux produits de´grade´s plus stables ADP, AMP, Pi et PPi, de fac¸on
a` rendre l’e´tape d’hydrolyse quasi-irre´versible. Le principe de mouvement des moteurs rotatifs
est le meˆme que celui des moteurs line´aires : ils tournent de fac¸on discontinue autour d’un axe,
l’angle de rotation de´ﬁnissant leur pas, et le sens de rotation est de´termine´ par des re´actions
chimiques hors d’e´quilibre.
L’inte´reˆt pour la mode´lisation des ”moteurs mole´culaires” est apparu a` la suite des expe´riences
re´centes permettant d’observer des phe´nome`nes biologiques a` l’e´chelle de la mole´cule unique.
Dans ces expe´riences, on arrive a` mesurer les temps, distances et forces qui caracte´risent le
syste`me. Malgre´ leurs diversite´s, les prote´ines moteurs partagent des caracte´ristiques fonda-
mentales qu’il est tentant de de´crire par un petit nombre d’hypothe`ses. Selon un point de vue
the´orique fre´quemment adopte´, un moteur mole´culaire est de´crit comme un objet microscopique
se dirigeant de fac¸on unidirectionnelle sur une structure pe´riodique a` une dimension. Cet objet
subit des changements cycliques de conformations couple´s a` des re´actions chimiques (liaison
de mole´cules ”fuel”, rupture de liaison, dissociation) et des ﬂuctuations thermiques rapides.
Ces ﬂuctuations (conformationnelles, chimiques, thermiques) auxquelles la prote´ine est soumise
doivent eˆtre prises en compte dans la description du mouvement de la prote´ine.
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”Brownian Ratchet” et ”Power Stroke”
Une mode´lisation the´orique rassemble des hypothe`ses de´crivant le couplage entre les chan-
gements de conformations, les re´actions chimiques, et le mouvement du moteur. Une question
importante est de savoir quelle est la contribution des ﬂuctuations thermiques dans le mouvement
du moteur. Ainsi, deux modes de mouvements sont souvent oppose´s : le ”Brownian Ratchet” (cli-
quet brownien) ou ”Thermal Ratchet”, et le ”Power Stroke” (marche force´e). L’image associe´e
au cliquet brownien est la suivante : le moteur est soumis aux ﬂuctuations du bruit thermique et
un me´canisme de ”cliquet” permet de favoriser les ﬂuctuations du mouvement dans une direc-
tion. C’est donc un mouvement dirige´, issu de la diﬀusion par mouvement brownien. La marche
force´e de´signe un mode de de´placement dans lequel un changement de conformation est direc-
tement couple´ au mouvement. Dans le cas particulier de la transcription, Gelles et Landick [90]
utilisent les deux termes pour caracte´riser deux modes de mouvements possibles d’une ARNP :
(i) le ”cliquet brownien” de´signe essentiellement le mode`le propose´ par Guajardo et Sousa [74]
(cf page 116) : la polyme´rase ayant incorpore´ le nieme nucle´otide diﬀuse entre les positions n et
n + 1 ; quand la polyme´rase se trouve a` la position n + 1, la venue d’un nucle´otide dans le site
actif libre empeˆche le retour a` la position n ; (ii) le mode`le de la ”marche force´e” correspond a`
une description plus classique : une partie de l’enzyme se ﬁxe fortement sur l’ADN et un chan-
gement de conformation fait avancer le reste de la polyme´rase d’un pas. L’e´nergie ne´cessaire
au changement de conformation pourrait eˆtre fournie lors de l’hydrolyse du NTP (
 12 kT) a`
chaque cycle d’incorporation. Cependant on peut imaginer e´galement ce mode d’avance´e sans
l’utilisation directe de l’e´nergie de´gage´e lors de l’hydrolyse : a` la manie`re d’un autre moteur,
la kine´sine (cf. page 126), le changement de conformation pourrait eˆtre permis simplement
par la ﬁxation du nucle´otide dans le site actif ; on peut imaginer e´galement un changement de
conformation induit par le relargage du pyrophosphate28.
De manie`re ge´ne´rale, le cliquet brownien de´signe donc un mode de mouvement ne´cessitant des
ﬂuctuations du bruit thermique, par opposition a` la marche force´e qui ne les fait pas intervenir
dans le travail eﬀectue´ par le moteur : en l’absence de ﬂuctuations, un moteur utilisant le mode
de marche force´e fonctionne normalement.
Le mouvement brownien est-il une source d’e´nergie ?
Est-il possible d’utiliser les ﬂuctuations thermiques seules pour produire un travail ? Non,
car on pourrait fabriquer une machine perpe´tuelle, ce qui contredit le second principe de la
thermodynamique. Feynman l’a expose´ en imaginant le fonctionnement d’une roue a` cliquet
sous l’action des ﬂuctuations thermiques29, et dont le principe est illustre´ sur la ﬁgure 5.27. On
peut montrer qu’un apport d’e´nergie exte´rieure est ne´cessaire pour produire un travail a` l’aide
du bruit brownien [88].
Les ﬂuctuations thermiques peuvent donc intervenir dans le mouvement des moteurs mole´culaires,
mais elles ne peuvent pas a` elles seules eˆtre responsables du mouvement dirige´. Astumian [87]
28Un changement de conformation est observe´ chez les ADNP (cf. partie 2.4.1, Les doigts), mais on ne sait pas
s’il est accompagne´ par un de´placement relatif de l’enzyme.
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Fig. 5.27 – Les deux enceintes sont a` la meˆme tempe´rature. A droite, la roue a` aubes est
soumise aux bombardements des particules du gaz qui la font tourner ale´atoirement d’un coˆte´ ou
de l’autre. A gauche, le sens de rotation de la roue est impose´ par le cliquet. D’apre`s cette analyse
simple, on peut faire tourner la roue dans l’enceinte de gauche via les ﬂuctuations thermiques
dans l’enceinte de droite. On peut donc meˆme exercer un travail pour soulever un objet. Ce
me´canisme viole la seconde loi de la thermodynamique. En fait le raisonnement est faux : si
les ﬂuctuations dans l’enceinte de droite sont capables d’apporter l’e´nergie ne´cessaire a` la roue
a` aube pour soulever le cliquet, alors celles de l’enceinte de gauche sont capables e´galement
de fournir la meˆme e´nergie qui soule`ve le cliquet permettant alors a` la roue de reculer. Pour
eﬀectivement observer un mouvement dirige´, il faut par exemple maintenir deux tempe´ratures
diﬀe´rentes dans chaque enceinte.
re´sume les trois ingre´dients ne´cessaires : (i) le bruit thermique pour produire un mouvement
Brownien, (ii) une anisotropie issue de la structure du milieu dans lequel le moteur diﬀuse et
(iii) une re´serve d’e´nergie provenant d’un agent exte´rieur (une re´action chimique hors d’e´quilibre
par exemple).
Les e´changes e´nerge´tiques pour un moteur Brownien isotherme30, sont symbolise´s sur la
ﬁgure 5.28, issue de l’article de revue de Parrondo et de Cisneros [86] (les articles d’inte´reˆt sur
la the´orie des moteurs Browniens sont re´fe´rence´s dans cette article). Un agent exte´rieur apporte
l’e´nergie Ein ; le moteur utilise l’e´nergie sous forme d’un travail W contre la force de charge
me´canique, et sous forme de chaleur Q libe´re´e dans le thermostat. Les deux premiers principes
de la thermodynamique s’e´crivent :




= Sprod ≥ 0
Ou` ∆Sagent est la variation d’entropie de l’agent exte´rieur et Q/T celle du moteur. Les deux
principes permettent de de´duire l’e´nergie maximale transformable en travail, i.e. l’e´nergie libre
30Le moteur est immerge´ dans un milieu aqueux ; la diﬀusion thermique pour un objet nanome´trique est rapide
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Fig. 5.28 – Echanges d’e´nergie pour un moteur brownien isotherme.
de Gibbs Gin, et l’eﬃcacite´ du moteur η :








Les diﬀe´rentes strate´gies de mode´lisation
Les mode`les impliquant les ﬂuctuations thermiques dans le mouvement du moteur de´crivent
la prote´ine comme une particule se de´plac¸ant dans un potentiel et soumise a` une force exte´rieure
(la charge) ainsi qu’a` une force ale´atoire due aux ﬂuctuations. Le mouvement d’une telle particule




(−∂xV (x, t) + F + ξ(t))
ou` x est la position de la particule, x˙ sa vitesse, D est son coeﬃcient de diﬀusion, V (x, t) le
potentiel qui peut eˆtre inde´pendant du temps, F est la charge et ξ(t) la force ale´atoire issue des
ﬂuctuations31.
Le potentiel V (x, t) est suppose´ eˆtre pe´riodique dans l’espace, la pe´riode correspondant au
pas du moteur. Un exemple de moteur brownien simple et beaucoup e´tudie´ est le ”Flashing
Ratchet”, de´veloppe´ par J. Prost. Dans ce mode`le le potentiel est asyme´trique et de´pend du
temps, il est pe´riodique dans l’espace (pas ne´cessairement dans le temps) ; un agent exte´rieur
est suppose´ assurer le passage d’une forme de potentiel a` une autre (d’ou` l’ide´e d’un ”ﬂash”)32.
Dans l’e´quation de Langevin, ∂xV (x, t) est remplace´ par ζ(t)∂xV (x), ou` ζ(t) est une fonction
31ξ(t) est un bruit blanc gaussien de moyenne nulle et dont la fonction d’auto-corre´lation est donne´e par :
< ξ(t)ξ(t′) >= (kT )2D−1δ(t− t′).
32Ce mode`le peut eˆtre interpre´te´ comme un ”moteur chimique” (Parrondo et de Cisneros [86]) : l’agent exte´rieur
est une re´action chimique hors d’e´quilibre qui impose les ”ﬂashs” pe´riodiques et le sens du mouvement. Tout
particulie`rement, les re´actions du types : E + F 

 E + F’, ou` E de´signe le syste`me e´tudie´, F une particule
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Fig. 5.29 – Potentiel issu de Ju¨licher et al. [92]. Le potentiel W2 correspond a` un e´tat excite´ ;
la particule passe de W1 a` W2 par la consommation de la particule ”fuel” avec une fre´quence
moyenne ω1. Quand la particule est dans l’e´tat excite´, elle diﬀuse librement pendant un temps
moyen ω−12 ; a` chaque instant, la probabilite´ de trouver la particule a` la position x est donne´e par
une gaussienne P2(x). La transition vers le potentiel W1 s’eﬀectue en moyenne a` la fre´quence
ω2. L’anisotropie de W1 favorise le de´placement de la particule dans un sens, la probabilite´ de
faire un pas en arrie`re e´tant re´duite par rapport a` celle d’avancer ou de ne pas bouger. Les
transitions ω1 ↔ ω2 sont de´crites par la cine´tique standard des re´actions chimiques.
ale´atoire du temps qui prend les valeurs 0 et 1. La ﬁgure 5.29 montre un exemple de potentiel
e´tudie´ par Ju¨licher et al. [92]. Le potentiel W2 correspond a` un e´tat excite´ ; le moteur passe de
W1 a` W2 par la consommation de la particule ”fuel”. Quand le moteur est dans l’e´tat excite´, il
diﬀuse librement pendant un temps moyen ω−12 avant de revenir au potentiel W1. L’anisotropie
de W1 favorise le de´placement de la particule dans un sens.
Certains mode`les re´sument le cycle d’avance´e a` une seule e´tape : n ↔ n + 1 de´crite par un
e´quilibre chimique. Dans ce cadre et spe´ciﬁquement pour les ARNP, Ju¨licher et Bruinsma [94]
ont e´tudie´ les eﬀets d’une contrainte e´lastique interne a` la polyme´rase. Ce traitement est permis
par la simpliﬁcation de la description du cycle d’incorporation en une seule e´tape. A partir d’un
certain seuil, l’application d’une force a plus d’inﬂuence sur la structure de la prote´ine que sur la
cine´tique de la re´action : on ne connaˆıt pas dans quelle mesure la prote´ine peut eˆtre de´forme´e sous
l’application d’une contrainte et comment cette de´formation peut modiﬁer le comportement de
l’enzyme. Dans la plupart des mode`les, on ne tient pas compte de cette possibilite´, et on conside`re
que la force n’agit que sur la re´action chimique couple´e au mouvement.
Une autre approche consiste a` e´tablir un sche´ma re´actionnel correspondant a` un pas du
moteur et de de´terminer la valeur de la vitesse V en fonction des constantes de re´action, en
supposant l’e´quilibre stationnaire ([101, 93, 64]). On de´taille alors les e´tapes a` l’inte´rieur du cycle.
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en mole´cule ”fuel”, les diﬀe´rentes formes que prend V (F ), ainsi que les constantes de´crivant
la cine´tique (Km(F ) et VM (F ) dans le cas d’un processus Michaelien). Enﬁn, il est possible
d’e´tablir une description concre`te en faisant des hypothe`ses sur le potentiel vu par le moteur au
cours du cycle. C’est l’approche de Guajardo et Sousa [74] qui ont mode´lise´ la translocation des
polyme´rases. Ceci permet d’e´tablir un sche´ma re´actionnel pre´cis, et de pre´dire les de´pendances
de la vitesse a` la force et a` la concentration en nucle´otides. Ce mode`le est de´veloppe´ dans le
paragraphe suivant, car il est en partie compatible avec les re´sultats obtenus.
Il n’est pas toujours possible de ve´riﬁer la validite´ d’un mode`le par l’expe´rience : les varia-
bilite´s dans les mesures rendent diﬃcile l’e´tude pre´cise de l’inﬂuence de certains parame`tres,
des hypothe`ses diﬀe´rentes conduisent parfois a` des conclusions similaires, le gamme de force est
limite´e : les pre´dictions ne sont donc pas toujours ve´riﬁables, enﬁn, les limites techniques sont
parfois un obstacle contraignant.
Dans la suite de ce chapitre consacre´ aux mode`les the´oriques, on traite le cas spe´ciﬁque de
l’ARNPT7, en prenant en compte les re´sultats expe´rimentaux obtenus par les mesures de forces.
Cas d’un couplage fort entre avance´e de la polyme´rase et ﬁxation du NTP dans son
site actif
Les re´sultats obtenus mettent en e´vidence un couplage entre le mouvement de l’enzyme vers
l’avant et la venue du NTP dans son site actif (cf. ﬁgure 5.18). La vision la plus simple du
phe´nome`ne est de conside´rer que l’avance´e et la ﬁxation sont simultane´es, ce que l’on de´signe













En de´signe le complexe ADN-enzyme-ARN et l’indice n la position de la polyme´rase par
rapport au brin codant. Si l’e´tape qui suit la ﬁxation est lente devant la dissociation du complexe
enzyme-NTP, i.e. si k2 est petit devant k−1(F ), alors la constante Km s’exprime simplement
comme le rapport entre k−1(F ) et k1(F ) : le Km repre´sente la constante de dissociation entre
la polyme´rase et le NTP entrant.
Quelle est l’expression qui relie Km a` la force de charge F ? On peut montrer [93] que pour






l’application d’une force F modiﬁe approximativement les constantes de re´action de la fac¸on
suivante :
kon(F ) = kon(0)e−Fδ1/kT
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Fig. 5.30 – De´formation du proﬁl d’e´nergie libre d’une re´action sous l’eﬀet d’une force. Tant
que la force applique´e reste faible, une valeur alge´brique δiF est ajoute´ a` l’e´nergie libre au niveau
des minima locaux ; δi est la distance du minimum local a` la barrie`re d’activation et F la force
applique´e. Dans l’exemple, F < 0, δ1 >0 et δ2 <0.
ou` δ1 + δ2 = ∆ est le pas eﬀectue´. δ1 et δ2 sont des distances caracte´ristiques associe´es a`
la forme particulie`re du potentiel de la re´action conside´re´e (voir ﬁgure 5.30). La constante de





ou` δG est l’e´nergie libre de la re´action a` force nulle et ve´riﬁe : koff (0)/kon(0) = eδG/RT .





ou` ∆ repre´sente la distance eﬀectue´e lors de l’e´tape de ﬁxation-avance´e. Dans la partie 5.2,
on a montre´ que si le Km s’exprimait sous la forme d’une exponentielle exp(F∆/kT ), la distance
∆ e´tait de l’ordre de 0.16 nm, soit une demi-base (cf. ﬁgure 5.19). On en de´duit que dans le cas
d’un couplage fort, les re´sultats sont compatibles avec un pas d’une demi-base durant la ﬁxation
du NTP. Ceci pose un proble`me car le pas eﬀectue´ lors d’un cycle entier doit eˆtre d’une base (un
NTP est incorpore´ par cycle). Il existe dans ce cas au moins une autre e´tape lie´e au mouvement
d’une demi-base. Or, dans les expe´riences, la constante VM (qui de´pend de toutes les e´tapes qui
suivent la ﬁxation) n’est pas modiﬁe´e par la force : cela signiﬁe que la seconde e´tape lie´e au
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Dans le cas d’un couplage fort, les re´sultats indiquent donc que le mouvement lie´ a` la ﬁxation
du NTP dans le site actif de la polyme´rase est d’une demi-base, et qu’il existe alors au moins
une autre e´tape du cycle lie´ au mouvement, e´tape rapide qui n’est pas suﬃsamment ralentie par
la force de charge dans la gamme explore´e (<20 pN) .
Nous allons conside´rer par la suite des mode`les impliquant un ”couplage faible” entre ﬁxation
et avance´e : dans cette approche qui me parait plus re´aliste, la premie`re e´tape du cycle est
de´compose´e en deux sous-e´tapes correspondant a` la ﬁxation et a` l’avance´e. Dans le premier
cas traite´, l’avance´e pre´ce`de la ﬁxation (mode`le 1 ou mode`le de Guajardo et Sousa) ; dans le
second (mode`le 2 et 3), la ﬁxation pre´ce`de l’avance´e. Comme dans le cas du couplage fort, nous
allons de´gager les conse´quences des re´sultats expe´rimentaux, suivant le mode`le de translocation
conside´re´.
Le mode`le de Guajardo et Sousa pour les polyme´rases (mode`le 1)
Guajardo et Sousa ont propose´ un mode`le de translocation pour les polyme´rases faisant
intervenir les ﬂuctuations thermiques, et inte´grant des arguments structuraux ainsi que des
re´sultats obtenus sur diﬀe´rentes polyme´rases [74]. Dans ce mode`le, on suppose que la polyme´rase
ayant incorpore´ la nieme base peut occuper quatre positions sur l’ADN note´es P1, P2, P3 et P4
par diﬀusion, avant la n+1ieme incorporation (cf ﬁgure 5.31). La position P2 est la plus stable :
le site actif se trouve au niveau n sur l’ADN et est occupe´ par le dernier nucle´otide incorpore´ par
la polyme´rase. Dans la position P3, la polyme´rase a diﬀuse´ en aval et le site actif, qui se trouve
au niveau n+1 est libre : un nouveau NTP peut entrer pour la n+1ieme incorporation. Dans la
position P4 la polyme´rase a eﬀectue´ un pas de plus en aval, le site actif est a` n+2 ; la perte des
contacts avec l’ADN et l’ARN rend cet e´tat de´favorable. Enﬁn la polyme´rase peut diﬀuser en
amont et se trouver dans la position de´favorable (voir ci-dessous) P1, le site actif e´tant occupe´
par la n− 1ieme base incorpore´e.
On rappelle maintenant les hypothe`ses du mode`le :
1. chaque position sur le substrat est associe´ a` un minimum local d’e´nergie libre
2. la structure de la polyme´rase (notamment le pouce) assure le maintient du complexe : la
dissociation est tre`s lente devant le glissement possible de la polyme´rase sur le substrat,
et n’est donc pas prise en compte
3. en l’absence de NTP lie´ au site actif la position P2 est favorise´e par rapport aux autres
positions car le nombre de contacts entre la polyme´rase et l’ADN ou l’ARN y est maximum.
4. la position P1 est conside´re´e comme tre`s de´favorable par rapport aux positions P2 et P3,
car elle oblige l’occupation par un double brin d’une re´gion du site actif normalement
occupe´e par du simple-brin.
Par simplicite´, la mode´lisation de la liaison du NTP dans le site actif est re´duite a` deux
e´tapes : en l’absence de NTP lie´, la polyme´rase diﬀuse rapidement entre les positions P2 et P3 ;
la liaison d’un NTP stabilise l’e´tat P3, qui permet l’incorporation du nucle´otide (cf. ﬁgure 5.31).
A haute concentration en NTP, c’est l’e´tat P3 qui est favorise´ par rapport a` l’e´tat P1. Le sche´ma
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Fig. 5.31 – En haut : niveaux d’e´nergie libre suivant la position de la polyme´rase sur l’ADN,
apre`s la nieme incorporation. En bas : dans l’e´tat P3, le NTP peut entrer dans le site actif,
stabilisant le syste`me polyme´rase + NTP. Le de´placement de la polyme´rase en aval, de P2 a` P3,









En+1 ·NTP k2→ En+1 + PPi
Ei de´signe la polyme´rase a` la iieme base sur l’ADN. La premie`re e´tape correspond a` la
diﬀusion entre l’e´tat P2 et l’e´tat P3. Lors de le seconde e´tape, un nucle´otide entre dans le
site actif. La dernie`re e´tape correspond a` l’hydrolyse et l’incorporation du NTP dans la chaˆıne
d’ARN, et le retour de la polyme´rase a` l’e´tat P2. Le mouvement a lieu lors de la premie`re e´tape
et est indique´ par l’indice n ou n + 1.
A l’e´tat stationnaire, et dans la mesure ou` [PPi]→ 0, la vitesse a une forme Michaelienne et
on peut montrer qu’elle s’exprime sous la forme :
V =
a[NTP ]
b + c[NTP ]
a = k1k2k3
b = (k2 + k−1)(k3 + k−3)
c = k1k3 + k1k2




































Les e´tapes qui suivent la ﬁxation du NTP (englobe´es dans k2) e´tant suppose´es lentes par
rapport a` la dissociation du NTP, on a : k2 << k−1 et k2 << k3. La vitesse maximale et la







 KD[1 + k−3
k3
]
ou` KD = k−1/k1 est par de´ﬁnition la constante de dissociation (entre le NTP et la po-
lyme´rase). Le mouvement est suppose´ se produire lors de la diﬀusion de l’e´tat P2 vers l’e´tat
P3, les constantes de re´action de´pendant de la force sont donc k3 et k−3 : k3 diminue et k−3
augmente quand F croˆıt. Dans ce cas, VM est une constante, et Km croˆıt avec la force : les
re´sultats expe´rimentaux sont donc en accord avec ce mode`le.
Prenant une forme exponentielle de la de´pendance des constantes a` la force (cf. ﬁgure 5.30
et page 114), on e´crit :
Km(F ) = KD(1 + eδG/RT .eF∆/kT )
δG est indique´ sur la ﬁgure 5.31. Comme l’e´tat P3 est moins favorable que l’e´tat P2, δG est
positif et donc : eδG/RT ≥ 1. D’apre`s les re´sultats obtenus dans nos expe´riences, les trois valeurs
de Km de´termine´es a` des forces de ≈5, ≈11 et ≈15 pN donnent : KD 
 70µM , et δG → 0
(cf. ﬁgure 5.32). On a impose´ une valeur du pas ∆ = 0.33 nm correspondant a` une paire de
base. En eﬀet, dans ce mode`le, le mouvement correspond a` une translation d’un nucle´otide sur
l’ADN. Les donne´es indiqueraient donc que la diﬀusion d’une base en aval coute peu d’e´nergie
(δG → 0), et que la variation d’e´nergie induite par la liaison du nucle´otide serait d’une dizaine
de kT (∆G = kT lnKD, avec KD 
70 µM).
Remarque : il est inte´ressant de noter que l’ajustement des donne´es est meilleur si l’on
autorise δG a` eˆtre ne´gatif (on obtient KD=121 ± 15 µM et δG ∼-1 kT, ﬁgure 5.32, courbe
”Sousa modiﬁe´”). Dans ce cas, l’e´tat P3 est plus favorable que l’e´tat P2, d’un kT, et la variation
d’e´nergie libre associe´e a` la ﬁxation du NTP dans le site actif est de ∼9 kT. A partir d’une force
de charge de ∼12 pN, l’e´tat P3 devient de´favorable. Dans le mode`le de Guajardo et Sousa, le
de´se´quilibre entre P2 et P3 est explique´ par la perte de contact entre l’ARN et la polyme´rase
quand cette dernie`re diﬀuse d’un nucle´otide vers l’avant (laissant le site actif inoccupe´). Si l’on
suppose que P3 est plus favorable que P2, le gain d’e´nergie libre associe´ peut se justiﬁer avec
des arguments structuraux : certes un appariement disparaˆıt dans l’e´tat P3, mais chez plusieurs
polyme´rases, les structures indiquent qu’un acide amine´ interagit par empilement avec la dernie`re
base incorpore´e (cf 2.4.1, Les doigts) ; cette interaction qui s’accompagne d’un changement de
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Fig. 5.32 – Ajustements de Km(F) dans les diﬀe´rents mode`les conside´re´s : (a) Sousa :
mode`le de Guajardo et Sousa ; les donne´es sont ajuste´es par l’expression : Km(F ) = KD(1 +
eδG/RT .eF∆/kT ), avec les contraintes : ∆ = 0.33 nm et δG > 0 (sur la ﬁgure 5.31, l’e´tat P2
est plus favorable que l’e´tat P3) ; on trouve : KD 
 70 µM et δG → 0. (b) Sousa modiﬁe´ :
meˆme mode`le mais en autorisant δG a` eˆtre ne´gatif (sur la ﬁgure 5.31, l’e´tat P3 est plus favo-
rable que l’e´tat P2) ; on trouve : KD 
 120 µM et δG 
 -1 kT. (c) Mode`le 2 : la ﬁxation
pre´ce`de l’avance´e, l’e´tape d’avance´e est re´versible ; les donne´es sont ajuste´es par l’expression :
Km(F ) = κeF∆/kT (cf e´quation 5.3.8), avec la contrainte : ∆ = 0.33 nm ; on trouve : κ 
 95
µM. (d) Mode`le 3 : la ﬁxation pre´ce`de l’avance´e, l’e´tape d’avance´e est irre´versible ; les donne´es
sont ajuste´es par l’expression : Km(F ) = χeFδ/kT (cf. e´quation 5.3.9) ; on trouve : χ 
 155 µM
et δ 
 0.16 nm. (e) Couplage fort : la ﬁxation et l’avance´e sont simultane´es ; les donne´es
sont ajuste´es par l’e´quation : Km(F ) = Km(0)eFX/kT ; en imposant X = 0.33 nm, on se rame`ne
a` l’expression obtenue dans le mode`le 2. En laissant X variable, on se rame`ne a` l’expression
obtenue dans le mode`le 3 ; dans ce cas, X 
0.16 nm, et il existe donc au moins une autre e´tape
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Autres alternatives
On imagine maintenant un mode`le dans lequel le mouvement de la polyme´rase n’est pas duˆ
a` une simple diﬀusion de la prote´ine sur l’ADN. Comme on l’a souligne´ lors de l’analyse des
re´sultats, le fait que VM ne de´pende pas de la force implique que l’avance´e a lieu lors de l’e´tape






Suivant l’ide´e classique d’un changement de conformation induit par une interaction ligand-
re´cepteur (ici la liaison d’un NTP dans un site catalytique), on fait l’hypothe`se que la venue du










La premie`re e´tape correspond a` une liaison faible entre le NTP et la polyme´rase et on suppose
qu’elle n’induit pas de mouvement. Lors de cette liaison sans mouvement le long de l’ADN, le
site catalytique n’est pas accessible : cela suppose qu’il existe un autre site d’accueil pour le NTP
en plus du site actif proprement dit. Aussi, la discrimination n’est pas suppose´e avoir lieu lors
de cette premie`re liaison. De plus, la liaison e´tant suppose´e faible, la dissociation est rapide.
La seconde e´tape de´crit un changement de conformation plus lent que la liaison pre´ce´dente,
et accompagne´ du mouvement. Ce pourrait eˆtre la rotation des doigts observe´s lors du cycle
d’incorporation des dNTP sur les ADN polyme´rases (cf. partie 2.4) : cette seconde e´tape ferait
passer la polyme´rase de l’e´tat ”ouvert” a` l’e´tat ”ferme´”.









En+1 ·NTP k3→ En+1 + PPi (5.3.5)
On peut montrer que ce sche´ma conduit a` l’expression Michaelienne suivante de la vitesse :
V =
a[NTP ]
b + c[NTP ]
a = k1k2k3
b = k2k3 + k−1(k−2 + k3)
c = k1k2 + k1(k−2 + k3)
33Cette de´composition est sugge´re´e par Keller et Bustamante [93]. On note que les expressions 5.3.3 et 5.3.4
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k2k3 + k−1(k−2 + k3)
k1(k2 + k−2 + k3)
La cas qui nous inte´resse est bien entendu celui ou` k2 et k−2 de´pendent de la force. Pour que
la description soit compatible avec nos re´sultats, il faut que VM soit inde´pendant de la force.
D’apre`s l’e´quation 5.3.6, il y a deux conse´quences : (i) k−2/k2 doit eˆtre petit devant 1, et (ii) k2
doit eˆtre grand devant k3. La premie`re hypothe`se signiﬁe que le changement de conformation lie´
au mouvement est bien plus favorable que l’e´tape inverse ; la seconde hypothe`se (k3  k2) signiﬁe
que la catalyse de la liaison phosphodiester est l’e´tape lente du cycle. On a alors : VM 
 k3, qui
ne de´pend plus de la force. Comment se simpliﬁe l’expression de Km ? La dissociation importante
lors de la premie`re e´tape (liaison faible) se traduit par k−1  k2. On en de´duit :
Km 
 k−1
k1(1 + k2k−2+k3 )
(5.3.7)
Deux cas de ﬁgure extreˆmes se pre´sentent alors : l’un dans lequel k3 est ne´gligeable devant
k−2, et l’autre dans lequel k3 est grand devant k−2. Ce dernier cas de ﬁgure est celui d’une seconde
e´tape quasi-irre´versible. Les deux cas aboutissent a` deux mode`les que l’on nomme mode`le 2 et
3 (le mode`le 1 correspondant a` celui de Guajardo et Sousa).
Mode`le 2 : conside´rons tout d’abord le premier cas : k3  k−2. On a toujours k−2  k2,






Reprenant la notationKD = k−1/k1, et la forme exponentielle de la de´pendance des constantes








ou` ∆ est le pas de l’enzyme. Dans le mode`le propose´, le pas correspond a` une base, soit 0.33
nm. Le re´sultat de l’ajustement aux donne´es est pre´sente´ sur la ﬁgure 5.32 ; il est moins bon que
celui obtenu avec le mode`le Guajardo et Sousa.
Mode`le 3 : conside´rons maintenant le second cas de ﬁgure correspondant a` une deuxie`me
e´tape quasi-irre´versible dans le sche´ma 5.3.5 : k3  k−2. Gardant l’hypothe`se k2  k3 (i.e. VM

































Il est important de noter que dans ce cas de ﬁgure, δ est une distance plus petite que
le pas de l’enzyme suppose´ eˆtre d’une base (cf. ﬁgure 5.30) : c’est la distance sur laquelle la
force s’applique, plus pre´cise´ment, la distance a` la barrie`re de potentiel. C’est l’irre´versibilite´
de la deuxie`me e´tape qui conduit cette diﬀe´rence par rapport aux deux mode`les pre´ce´dents. Le
meilleur ajustement (cf. ﬁgure 5.32) est donne´ dans ce cas pour δ 
0.16 nm, i.e. une demi-pas
environ.
Puisque k2 diminue quand la force augmente et que le rapport k−2/k2 augmente avec la
force, on peut se demander dans quelle gamme de force les approximations k−2  k2 et k2 
k3 sont-elles valables ? En eﬀet, il existe the´oriquement un domaine de force dans lequel ces
approximations deviennent fausses. Dans ce domaine, l’expression de Km(F ) n’est plus une
simple exponentielle et a une limite ﬁnie dans les mode`les 2 et 3 :
Km(F ) 
 KD 1
1 + k2(F )k−2(F )+k3
lim
F→∞
Km(F ) = KD
Cependant, dans la mesure ou` VM ne de´pend pas expe´rimentalement de la force dans la
gamme 0-15 pN, les approximations sont justiﬁe´es (cf. e´quation 5.3.6), et on doit privile´gier les
expressions 5.3.8 et 5.3.9 pour le Km(F ) de´termine´ expe´rimentalement.
Dans le mode`le 1 de Guajardo et Sousa, Km(F ) tend the´oriquement vers l’inﬁni quand
F →∞. On pourrait ainsi distinguer les mode`les expe´rimentalement en e´tudiant la de´pendance
de Km a` la force. Paralle`lement a` une saturation de Km, on devrait observer dans les mode`les 2
et 3 l’apparition d’une de´pendance de VM a` la force. Il faudrait cependant appliquer des forces
supe´rieures a` 15-20 pN : ces expe´riences sont peut-eˆtre impossible a` eﬀectuer car la de´formation
voire le de´pliement d’une partie de la prote´ine pourrait modiﬁer la cine´tique. Pire, les forces
pour lesquelles les mode`les diﬀe`rent the´oriquement pourrait eˆtre supe´rieures a` la force d’arreˆt
expe´rimentale de la polyme´rase.
Discussion
Comme on l’a de´ja` pre´cise´ dans la partie 2.4.1, deux structures diﬀe´rentes d’un fragment de
l’ADNP de Thermus aquaticus (KlenTaq) ont e´te´ observe´es : l’une correspondant a` un e´tat dit
”ouvert”, et l’autre a` un e´tat ”ferme´”. Sur la ﬁgure 5.33, les deux structures ont e´te´ superpose´es
en partie.
Dans l’e´tat ouvert, la poche dans laquelle se produit la re´action d’hydrolyse est accessible
mais la base a` coder (+1) est tre`s loin du site catalytique. De plus un acide amine´ Tyrosine
conserve´ (Tyr 639 pour l’ARNPT7 et Tyr 671 pour KlenTaq) est positionne´ dans la poche en
interagissant par empilement avec la base (-1) du brin codant. Lors du passage de l’e´tat ouvert
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Fig. 5.33 – Superposition des structures ”ouvertes” (code 2KTQ sur Protein Data Bank) et
”ferme´e” (code 3KTQ) de l’ADNP de Taq. L’alignement est fait par rapport aux deux he´lices
α 527-551 et 453-478 appartenant aux ”doigts”, en vert sur la ﬁgure. Dans les deux struc-
tures, le brin synthe´tise´ est en rouge. Les acides amine´s Tyr 671, Asp 610 et Asp 785 sont
en repre´sentation ”Stick”, et la base G a` code´e est dans la repre´sentation ”Ball and Stick”.
Le brin codant et l’he´lice O (660-670) sont en jaune dans l’e´tat ouvert, et en bleu clair dans
l’e´tat ferme´. Dans l’e´tat ferme´, les deux ions magne´sium proches des acides aspartiques sont
repre´sente´s par des boules bleu clair. Dans l’e´tat ouvert, la base a` coder n’est pas place´e dans le
site actif pour interagir avec le dNTP entrant. La Tyrosine 671 interagit par empilement avec la
base du nucle´otide pre´ce´demment incorpore´. Dans l’e´tat ferme´, l’he´lice s’est replie´e vers le site
catalytique qui n’est plus accessible, la Tyrosine s’est de´place´e et a laisse´ place a` la base codante.
Dans ces deux structures, un nucle´otide triphosphate est lie´ dans le site actif, mais n’est pas vi-
sible. On note qu’il n’est pas possible de superposer exactement les deux he´lices d’ADN sugge´rant
une le´ge`re diﬀe´rence de torsion entre les deux structures. La position des acides aspartiques est
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Tyrosine s’est e´galement de´place´e laissant sa place a` la base (+1) a` coder : la catalyse peut avoir
lieu.
Comme on l’a illustre´ en partie sur la ﬁgure 2.10, l’ARNPT7 pre´sente des homologies avec
KlenTaq, et l’hypothe`se des e´tats ouverts et ferme´s est facilement transposable a` l’ARNPT7.
Sur la ﬁgure 5.34 est sche´matise´ un mode`le d’avance´e propose´ pour l’ARNPT7, s’inspirant du
mode`le de Guajardo et Sousa et des structures cristallographiques de diﬀe´rentes polyme´rases
pre´sentant des homologies avec l’ARNPT7 (KlenTaq, la RT du VIH [7], l’ADNP de T7 [50]), et
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Fig. 5.34 – Mode`le de translocation pour l’ARN polyme´rase de T7. Les deux D et le Y de´signent
respectivement les acides amine´s Asp 537, Asp 812 et Tyr 639. L’he´lice symbolise l’he´lice Y
et l’he´lice Z de l’ARNPT7. -1- la polyme´rase vient d’incorporer la base note´e (-1) et le site
catalytique est occupe´ par cette base ; la polyme´rase se trouve dans un e´tat ferme´, mais elle
peut diﬀuser vers l’avant. -2- La polyme´rase s’est de´place´e d’une base vers l’avant, l’he´lice s’est
ouverte dans le meˆme temps et la Tyrosine 639 vient interagir par empilement avec la base
codante (-1) : la polyme´rase est dans un e´tat ouvert, et un nucle´otide triphosphate peut entrer
dans le site actif. La ﬂe`che indique le de´placement relatif de l’ADN par rapport a` la polyme´rase.
-3- L’entre´e du nucle´otide stabilise la position de la polyme´rase sur l’ADN : l’he´lice se referme, la
Tyrosine 639 s’e´carte et laisse place a` la base codante (+1) qui interagit par empilement avec la
base codante (-1) et par appariement avec la base du nucle´otide triphosphate qui vient d’entrer ;
la polyme´rase est dans un e´tat ferme´. Si le nucle´otide n’est pas correct, l’e´tat est instable et la
polyme´rase repasse dans l’e´tat ouvert pre´ce´dent. Sinon, les acides aspartiques Asp 537 et Asp
812 participent a` l’hydrolyse avec les deux ions magne´sium (non repre´sente´s sur le sche´ma mais
pre´sents juste a` coˆte´ des acides aspartiques. -4- Le nucle´otide a e´te´ hydrolyse´ et le pyrophosphate
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5.4 Autres expe´riences sur des polyme´rases et moteurs mole´culaires
Le groupe de J.Molloy e´tudie e´galement la transcription de l’ARNPT7 a` l’e´chelle de la
mole´cule unique [70]. La conﬁguration expe´rimentale utilise deux pie`ges optiques mobiles qui
maintiennent deux billes auxquelles sont ancre´es les deux extre´mite´s d’un ADN a` transcrire.
Des polyme´rases sont attache´es spe´ciﬁquement sur une bille colle´e a` la surface de l’e´chantillon.
L’ADN est ”mis en contact” avec la billes recouverte de polyme´rases. La ﬁxation d’une po-
lyme´rase sur le promoteur est observe´e par le de´couplage des ﬂuctuations de mouvement des
billes dans leur pie`ge respectif ; la vitesse de transcription est de´duite de l’extension de l’ADN
(distance entre la polyme´rase et la bille en aval) et de la variation de force (mesure´e par le
de´placement de la bille dans le pie`ge, en aval)34.
Des transcriptions d’une dure´e allant jusqu’a` 50 s ont e´te´ observe´es. La mesure de la dis-
sociation du promoteur est en accord avec celle mesure´e en volume. Dans la gamme 1-5 pN,
la vitesse de transcription a` 22◦C est de l’ordre de 40 b/s, a` 250 µM chaque NTP, mesure en
accord avec nos donne´es35.
Ci-dessous, on rappelle brie`vement les re´sultats obtenus sur d’autres polyme´rases, puis sur
d’autres types de moteurs mole´culaires.
Trois polyme´rases ont e´te´ e´tudie´es par des expe´riences de micromanipulation a` l’e´chelle de la
mole´cule : l’ARNP d’E. coli [66, 95, 65, 64, 68], l’ADNP de T7 [96, 69], et le fragment Klenow de
l’ADNP d’E. coli [69]. Des conﬁgurations utilise´es dans diﬀe´rentes expe´riences36 sont illustre´es
sur la ﬁgure 5.35. Les deux e´tudes portant sur les ADNP ont e´te´ re´alise´es dans des conditions ou`
l’application de la force n’a pas d’inﬂuence sur l’aﬃnite´ des dNTP pour le site actif. Les donne´es
montrent que la vitesse est alors tre`s de´pendante de la force exerce´e sur l’ADN, indiquant que
dans ces conditions l’e´tape limitante est directement aﬀecte´e par la force. Le comportement de
l’enzyme est lie´ a` l’e´lasticite´ de la construction qui comporte une partie double brin (peu e´tirable)
et une partie simple brin (particulie`rement e´tirable) : en incorporant un dNTP, la longueur de
simple brin diminue d’une base et celle de double brin augmente d’une base ; suivant le niveau
de force, l’enzyme fournit ou rec¸oit du travail, utilise´ pour adapter la conformation du substrat.
Les expe´riences mene´es sur l’ARNP d’E. coli ont permis d’e´tablir que dans la gamme 0-
15 pN, a` [NTP]= 1 mM chaque, la force n’avait pas d’inﬂuence sur la vitesse ; autrement dit,
l’e´tape limitante dans cette gamme de force n’est pas couple´e au mouvement. Ce re´sultat est
compatible avec ceux obtenus dans nos expe´riences sur l’ARNPT7. Ces expe´riences mene´es sur
l’ARN polyme´rase d’E. coli ont cependant e´te´ limite´es par : (i) la cine´tique de transcription de
cette enzyme qui est domine´e par des pauses37 ; (ii) la faible vitesse de transcription (≈ 20 b/s)
34La me´thode s’apparente au mode ”extension constante” de´crit au de´but du chapitre.
35D’apre`s les constantes de Michaelis de´duites de nos donne´es a` 27◦C, on attend une vitesse de ∼80 b/s pour
[NTP]=250 µM chaque. En tenant compte d’un facteur ∼1.7 (cf. ”Eﬀet de la tempe´rature”, page 107) entre les
vitesses a` 22◦C et 27◦C, la vitesse mesure´e dans notre expe´rience devrait eˆtre ∼47 b/s a` 22◦C.
36Les expe´riences de Yin et al. [66] et Wang et al. [64] utilisent une conﬁguration similaire a` la notre, mais
avec des polyme´rases adsorbe´es a` la surface. Dans l’expe´rience d’Adelman et al. [68], l’ARNP et la surface sont
fonctionnalise´es pour permettre un attachement spe´ciﬁque.
37Au moins pour l’e´tude de Davenport. Le choix de la se´quence codante est important : la re´cente expe´rience
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qui ne permet pas d’e´tudier facilement les variations de vitesses induites par des changements des
conditions de transcription (concentration en NTP notamment) et demande un appareillage tre`s
sensible ; (iii) la complexite´ de la prote´ine (5 sous-unite´s) qui ne facilite pas son e´tude (proble`me
de reconstitution des sous-unite´s).
Les re´centes donne´es d’Adelman et al. [68] semblent indiquer que la cine´tique d’e´longation
de l’ARNP d’E. coli est homoge`ne (dans la gamme 2-8 pN), les he´te´roge´ne´ite´s provenant plutoˆt
de variations statistiques dans la fre´quence et la dure´e des pauses.
D’autres moteurs tre`s e´tudie´s dans la litte´rature sont la kine´sine (100 kDa) et la myosine
(500 kDa). Ces deux moteurs utilisent l’ATP comme source d’e´nergie38. La kine´sine transporte
les organites (minuscules organes permettant a` la cellule de fonctionner) en se de´plac¸ant sur
les microtubules (constituants du squelette cellulaire) ; la myosine se de´place sur des ﬁlaments
d’actine et participe a` la contractions des muscles. Il est apparu ces dernie`res anne´es que ces
deux moteurs partageaient des strate´gies communes pour se de´placer [98, 97] : un changement de
conformation similaire, lie´ a` l’hydrolyse d’ATP. L’e´quipe de S.M. Block a e´tudie´ la processivite´
de la kine´sine en fonction de la force de charge et de la concentration en ATP [100, 101].
Le comportement est Michaelien et il apparaˆıt qu’a` la fois le VM et le Km de´pendent de la
force. Les re´sultats sont cohe´rents avec l’hypothe`se d’une avance´e a` la suite d’un changement
de conformation induit par la liaison d’un ATP dans une des deux teˆtes de la kine´sine [101].
Pour la myosine, le changement de conformation provoquant le mouvement est induit par la
dissociation du Pi [102, 98].
Le F0F1 ATPase (350 kDa) est un moteur qui synthe´tise l’ATP au sein de la cellule et
situe´ dans les mitochondries, les chloroplastes ou les membranes bacte´riennes. La source directe
d’e´nergie de cette synthe`se est un gradient de protons (ou d’ions sodium). Le moteur est constitue´
de plusieurs unite´s que l’on peut re´unir en deux sous-ensembles : la partie F0 est dans une
membrane et forme un canal transmembranaire ; la partie F1 est extrinse`que a` la membrane.
Les deux parties peuvent fonctionner inde´pendamment in vitro. Elles tournent autour d’une
meˆme axe et le sens de rotation est impose´ par un gradient de proton pour F0 et par la synthe`se
ou la consommation d’ATP pour la partie F1. In vivo, les deux parties sont de´pendantes l’une de
l’autre : le sens de rotation de l’ensemble est impose´ par le moteur ”le plus fort”. Ainsi, le gradient
de protons (maintenu par un autre me´canisme) induit la rotation de la partie F0 : le sens impose´
conduit alors a` la synthe`se d’ATP par la partie F1. Les rotations se font apparemment par pas
de 120◦, avec probablement deux sous-pas de 30◦ et 90◦ [105]. Ce moteur a e´te´ tre`s e´tudie´,
notamment la partie F1, mais en mode ”consommation d’ATP” uniquement. Les conclusions
sur la synthe`se d’ATP reposent sur l’hypothe`se que le me´canisme de synthe`se est le meˆme que
celui de l’hydrolyse. La partie F1 comporte trois sites qui accueillent a` tour de roˆle, a` chaque
rotation e´le´mentaire : l’ATP, l’ADP et le Pi. Il reste une interrogation concernant l’occupation
des trois sites [106], car certains auteurs pensent qu’a` chaque rotation e´le´mentaire l’un des sites
n’eﬀectuant que des pauses transitoires distribue´es ale´atoirement en temps et en distance.
38La kine´sine et la myosine de´grade l’ATP en ADP par la re´action : ATP + H2O → ADP + H3PO4 ; le produit
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Fig. 5.35 – (a) Conﬁguration expe´rimentale utilise´es par Wuite et al. [96] : la bille de gauche est
immobilise´e par une micropipette, celle de droite est maintenue dans un pie`ge optique appliquant
et mesurant une contrainte me´canique a` la construction d’ADN ancre´e entre les deux billes.
La construction contient une partie simple brin et une partie double brin. Quand une ADNP
polyme´rise le brin comple´mentaire a` la partie simple brin, la tension de l’ADN augmente car les
proprie´te´s e´lastiques du simple brin et du double brin sont tre`s diﬀe´rentes [67]. Dans l’expe´rience,
la force est maintenue constante en diminuant la distance entre les deux billes. Le nombre de
bases incorpore´es est de´duit de la force (mesure´e par le changement de direction de la lumie`re
e´mergeant du pie`ge [67]), de la distance entre les deux billes (mesure´e par analyse video) et du
nombre total de bases dans la construction. (b) Conﬁguration expe´rimentale de Davenport et
al. [95] : la polyme´rase est attache´e spe´ciﬁquement sur la surface de la bille de gauche via une
liaison biotine-streptavidine. Un e´coulement constant dans l’e´chantillon exerce une force calibre´e
sur la bille de droite, celle de gauche e´tant maintenue par une micropipette. La transcription
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pourrait rester vide. Dans certaine expe´riences, la force a e´te´ introduite indirectement en ﬁxant
un ﬁlament d’actine sur la prote´ine et en faisant varier la viscosite´ du milieu [105].
Dans un mode`le de´crivant le fonctionnement de la partie F0, Dimroth et al. [89] font inter-
venir les ﬂuctuations du bruit brownien comme un e´le´ment de´terminant pour le mouvement du
rotor, couple´es a` des interactions e´lectrostatiques permettant de rectiﬁer le sens de diﬀusion.
Les ﬂagelles des bacte´ries (≈10000 kDa) font l’objet de nombreuses e´tudes e´galement. Ces
moteurs sont responsables du mouvement des bacte´ries : un rotor, actionne´ par le transport
transmembranaire d’ions (H+ ou Na+), permet la rotation d’un ﬁlament externe he´lico¨ıdal au-
quel il est relie´. Comme pour la synthe`se d’ATP, le rotor peut tourner dans les deux sens ; le
controˆle de la direction est une des bases de la chimiotaxie39. La vitesse de rotation de ce moteur
pre´sente une de´pendance marque´e a` la force de charge [107].
Un moteur compactant l’ADN viral dans sa capside (le moteur du bacte´riophage Φ29) a e´te´
e´tudie´ par Smith et al. [99]. C’est le moteur qui supporte la plus grande force de charge parmi les
moteurs e´tudie´s a` ce jour (≈ 60 pN). Dans les conditions de l’expe´rience, avec une concentration
en ATP saturante40, l’e´tape limitante de´pend de la force, meˆme a` basse tension me´canique,
mais ne correspondrait pas au pas principal de translocation, de´termine´ par des expe´riences ”en
volume” [99]. Ce pas est de deux paires de bases (0.66nm) et correspond au mouvement observe´
par ATP consomme´. Par l’analyse de la courbe repre´sentant la vitesse en fonction de la force
Smith et al. trouvent une distance caracte´ristique de ∼0.1 nm.
Le tableau suivant rassemble quelques donne´es caracte´ristiques des moteurs :
Moteur Vm (nm/s) Rm (rev/s) Pas (nm) Pas (deg) Fstop (pN) Mstop (pN·nm)
Kine´sine 800 8 6
Myosine 8000 15 4
F1 100 120 40
F0 100 30
Flagelles 45000 1700* <1 4800
Φ29 0.66** 60
E coli RNAP 2-8 0.33 25 >5
T7 ADNP 10-20 0.33 35
T7 RNAP 80 0.33 >20
Vm et Rm de´signent respectivement la vitesse maximale (pour les moteurs line´aires)
et la vitesse de rotation maximale (pour les moteur rotatifs) ; Mstop est le moment
e´quivalent a` la force d’arreˆt des moteurs line´aires.
(*) pour les moteurs a` Na+ ; pour les moteurs a` protons, la rotation maximale est
de 300
39tendance pour la bacte´rie a` se de´placer dans une direction de´termine´e sous l’inﬂuence de divers stimuli.
400.5 mM ATP, 5 µM ADP et 5 µM NaH2PO4 (source d’ion phosphate) ; l’ATP est a` saturation car l’accrois-
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(**) pas correspondant a` deux paires de bases : mouvement par ATP consomme´
mesure´ en ”volume”, diﬀe´rent de la distance caracte´ristique sur laquelle la force agit
(≈0.1 nm, cf [99]).
Les donne´es sont principalement tire´es de [104]
On remarque qu’un moteur re´siste a` des forces plus importantes quand son pas est petit
(comparer les polyme´rases, le Φ29 et les ﬂagelles avec la kine´sine et la myosine).
La sensibilite´ a` la force des ﬂagelles et du Φ29 indique que ces moteurs utilisent peut-eˆtre
directement la source d’e´nergie (le ﬂux d’ions pour les premiers, l’hydrolyse de l’ATP pour le
second) pour se de´placer, adoptant un mode de ”Power Strocke”.
La kine´sine, la myosine et le F1 ATPase se de´placent graˆce a` des changements de conforma-
tion induits par des liaisons et/ou des dissociations de l’ATP, de l’ADP et/ou du Pi : l’hydrolyse
n’est pas utilise´e comme source directe d’e´nergie.
Ce tour d’horizon rapide fait apparaˆıtre la diversite´ des comportements observe´s et les
strate´gies diﬀe´rentes adopte´es par chaque moteur lors de l’e´volution. On peut faire l’hypothe`se
que chaque syste`me s’est adapte´ suivant les fonctions qu’il avait a` remplir. Il semble ainsi que le
mode de de´placement par diﬀusion soit favorable pour des moteurs a` petit pas ; pour eﬀectuer
un pas long, la diﬀusion est peu eﬃcace (car le travail a` chaque cycle est proportionnel a` la
longueur du pas) et le changement de conformation induit par une liaison avec une particule
comme l’ATP (ou ces e´le´ments de´grade´s) devient un mode plus favorable.
En conclusion, notre e´tude sur l’ARNPT7 fait ressortir que ce moteur est un bon candidat
pour une avance´e par diﬀusion redresse´e. C’est actuellement le seul type de moteur qui ne montre
pas de de´pendance a` la force de charge, au moins dans la gamme 0-15 pN. S’appuyant sur les
homologies entre polyme´rases, il est raisonnable de proposer que ce mode de fonctionnement
pourrait eˆtre celui adopte´ par les polyme´rases en ge´ne´ral.
5.5 Quelques perspectives
L’e´tude de la transcription en e´longation en pre´sence de diﬀe´rentes concentrations en PPi
devraient fournir des informations supple´mentaires sur le mode d’avance´e utilise´ par l’enzyme.
Des e´tudes comple´mentaires devraient permettre d’apporter des e´claircissements sur l’eﬀet
non-Michaelien et son origine. Il sera notamment inte´ressant de poursuivre les expe´riences en
utilisant des concentrations non homoge`nes en NTP, et aussi d’e´tudier l’inﬂuence de la pre´sence
d’analogues non incorporables. L’eﬀet non-Michaelien observe´ sur l’ARNPT7 est oppose´ a` celui
observe´ sur l’ARNP d’E. coli [75], et il sera inte´ressant e´galement de de´terminer quel est le
comportement d’autres polyme´rases.
L’eﬀet de la tempe´rature n’a pas e´te´ clairement caracte´rise´. Nous pensons cependant au
vu des observations tre`s pre´liminaires que nous avons obtenues que des expe´riences de trans-
cription dans une gamme allant de 30◦C a` 37◦C sont susceptibles de mettre en e´vidence des
comportements diﬀe´rents de l’enzyme.
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subis par la polyme´rase sous l’eﬀet de la contrainte me´canique. Pour e´largir cette gamme de force,
il est envisageable de mener le meˆme type d’expe´riences en appliquant une force de traction
plutoˆt qu’une force de charge : en adoptant une conﬁguration ou` le pie`ge tire l’ADN en amont
et non en aval, on favorise la translocation de la polyme´rase (utilisation d’une ”force ne´gative”).
Cela devrait permettre de comple´ter le re´seau de droites dans la repre´sentation 1/V en fonction





































Mesure de friction rotationnelle de l’ADN
par ouverture me´canique de la double he´lice
6.1 Conﬁguration mole´culaire pour l’ouverture de la double he´lice
de l’ADN
L’e´quipe de U. Bockelmann et F. Heslot a e´te´ la premie`re a` mesurer la force inter-brin en
ouvrant me´caniquement une double he´lice d’ADN [140]. Les expe´riences ont tout d’abord e´te´
mene´es en utilisant une micro-aiguille pour imposer et mesurer la force (la force est de´duite de la
de´viation du levier mesure´e par analyse vide´o). Ces e´tudes ont permis de montrer la de´pendance
du signal de force a` la se´quence et plus pre´cise´ment a` la teneur en paires AT et CG. La raideur
de l’instrument de mesure intervient directement dans la re´solution du signal de force mesure´e,
et l’utilisation d’un pie`ge optique (raideur ∼100 pN/µm) a` la place du levier (∼1 pN/µm) a
permis d’ame´liorer cette re´solution en la portant a` une e´chelle d’une dizaine de paires de bases.
Toutes les proprie´te´s observe´es graˆce a` l’utilisation du pie`ge optique ont e´te´ de´crites dans une
e´tude a` part entie`re [119]. La construction utilise´e pour mesure´e la force ne´cessaire a` l’ouverture
me´canique de l’ADN est sche´matise´e sur la ﬁgure 4.2 page 57. Les de´tails des e´tapes permettant
d’aboutir a` cette construction sont de´taille´es dans [119].
La conﬁguration expe´rimentale est expose´e sur la ﬁgure 6.1. L’objet est ici d’e´tudier la
dynamique de l’ouverture et fermeture d’une mole´cule d’ADN. Dans la conﬁguration utilise´e,
la mole´cule qui s’ouvre doit tourner simultane´ment, subissant une friction visqueuse que l’on se
propose de caracte´riser.
6.2 Rotational drag on DNA : a single molecule experiment,
Article paru dans Physical Review Letters, P. Thomen, U.
Bockelmann, F. Heslot, Vol. 88, Issue 24 (248102)
Within a single molecule conﬁguration, we have studied rotational drag on double



















Chapitre 6. Mesure de friction rotationnelle de l’ADN par ouverture me´canique de la double
he´lice
Fig. 6.1 – Conﬁguration sche´matique de l’expe´rience d’ouverture me´canique de l’ADN. Le
de´placement de la surface dans le sens indique´ e´loigne les deux points d’ancrage de la construc-
tion, ce qui force l’ouverture de la double he´lice.
the double helix at diﬀerent rates. The molecule is cranked at one end by the eﬀect of
unzipping and is free to rotate at the other end. In this conﬁguration the rotational
friction torque τ on double stranded DNA leads to an additional contribution to the
opening force. It is shown that the eﬀect of rotational drag (i) increases with the
length of the molecule, (ii) is approximately proportional with the angular velocity
of cranking and (iii) we estimate that the torque τ is of the order of 1 kBT for 10
kb DNA cranked at 2000 turns per second.
Torsional friction drag on DNA has been the subject of theoretical works but no direct
experimental investigation. In a very early paper [137], Levinthal and Crane had examined
DNA replication and analyzed the coupled DNA rotation. They proposed a simple estimate
of the friction torque. Friction torque has also been invoked in the kinetics of in-vitro thermal
DNA denaturation and renaturation [138] because DNA melting is expected to be coupled to a
rotation of the double helix. Also, in the context of enzymes translocating on circular DNA, many
in-vitro experiments have been modelled with the involvement of frictional torque of DNA as a
way to allow a signiﬁcant diﬀerence in the helicity of the DNA upstream and downstream of the
enzyme (see ref. in [139]). P. Nelson has developed a model [139] to evaluate the frictional torque
and has proposed that the torque may actually be orders of magnitude higher than estimated
by Levinthal and Crane. The argument is that DNA does not rotate as a ”speedometer cable”
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Fig. 6.2 – Three repeated openings (black curves) and closings (red curves) of the same molecule
for three displacement velocities : 1 µm/s (top), 2 µm/s (middle) and 4 µm/s (bottom). The
curves corresponding to diﬀerent velocity have been shifted vertically for clarity. The dots indicate
the same force level.
sideways motion of the molecule when rotating, an eﬀect expected to be associated with a much
higher friction. In this regard, an experimental determination of torsional friction of DNA is of
interest and we report in this letter such measurement.
Unzipping of a DNA molecule is obtained by attaching the two single strands of one end of
the molecule on two diﬀerent solid supports that are progressively separated [140, 119] while
the other end of the molecule is free to rotate. The experiment is performed under a microscope
equipped with an optical trapping interferometer as a force measuring device [119]. Force measu-
rement is performed in vitro on a molecular construction1 anchored between a glass microscope
slide and a silica bead (0.5 µm radius) trapped in the optical trap. The opened molecule is λ
DNA, comprising 48502 base pairs. After suitable calibration, the force is determined from the
measurement of the bead position with sub-nm resolution. The bead is held in the trap while
the sample is displaced laterally with a piezoelectric translation stage at a controlled velocity.
This leads to the opening of the molecule.
We now brieﬂy recall the main features of the force-displacement curve when unzipping
occurs at low displacement velocities (below 1 µm/s). Initially when the sample is displaced
laterally, the force starts to rise to a sizeable value when the displacement becomes of the order
of the length of the linker arms. The molecule begins to open at ≈ 14 pN : unzipping (or opening)
1The molecular construction is described in [5]. On one extremity of λ DNA, the two single strands are
connected to 7kb linker arms, each terminated by diﬀerent types of ligands (digoxygenin and biotin). The molecular
construction is anchored between a glass slide and a bead coated respectively with antibodies against digoxygenin
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Displacement after opening (µm)
Fig. 6.3 – Force signal recorded upon opening and closing of the same molecule, at diﬀerent
displacement velocities (4 µm/s (black), 8 µm/s (red), 16 µm/s (blue) and 20 µm/s (green)).
The arrows indicate the direction of displacement.
then occurs with on the average about 1000 base pairs (1 kb) per µm of displacement. With
3 bases/nm for double-stranded DNA (ds-DNA), a stage displacement of d micrometers thus
opens an average length d/3 micrometers of ds-DNA. A rotation of the double helix is associated
with this DNA unzipping : the rate of rotation generated at the opening fork is related to the
pitch of the double helix, i.e. approximately 1 turn for 10 bases opened, in the B form. At
displacement velocity below typically 1 µm/s, the unzipping force F 0unzip(d) vs. displacement d
presents reproducible features that are governed by the sequence being opened [140, 119]. Those
features are connected to the GC content along the molecule, and the typical amplitudes of the
force variations are of the order of 10 % of the average force value. It is possible to zip (or close)
an opened molecule by inverting the stage motion. Upon reopening a molecule after a cycle of
opening and closing, the measurement is still similar to the initial measurement. In this low
velocity regime, the measurements are also rather reproducible from one molecule to the other
and the opening and closing signal does not depend signiﬁcantly on velocity [119]. In ﬁg. 6.2, we
present an example of force measurements F vunzip(d) and F
v
zip(d) vs. displacement d, on a given
molecule, and done with displacement velocities v varying between 1 µm/s and 4 µm/s. When
the velocity is increased in this range, more diﬀerences occur between F vunzip(d) and F
v
zip(d) at
localized regions of displacement, i.e. those diﬀerences are sequence dependent [119].
In ﬁg. 6.3 we present a measurement done on a given molecule where a number of openings
and closings have been performed at diﬀerent velocities from v = 4 µm/s to v = 20µm/s. Starting
from an unopened molecule the stage is displaced with a velocity v. When the displacement has
reached a given value (here 27 µm after opening) the motion is reversed (velocity −v) ; when
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a few seconds or more to allow for an eventual completion of reannealing. Another cycle of
opening and closing is then engaged. We have checked that the order of velocities at which the
experiments are performed is not relevant. The force measurements on a given molecule are quite
reproducible (data not shown). The opening force F vunzip(d) (closing force F
v
zip(d)) at velocity v
occurs at a higher (lower) force, the higher the velocity. The signal presents thus hysteresis, an
eﬀect that increases with velocity. When stopping the displacement during opening, the force
decreases toward the value expected for low velocity displacement. The relaxation times are of
the order of 15 to 60 ms (data not shown). The zipping curves of ﬁg. 6.3 display an approximately
common large decrease in force as d is decreased from 27 µm to 18 µm, with very little local
ﬂuctuations. This eﬀect is attributed to a slow reannealing of the central AT-rich region of λ
DNA. When d decreases further, the force rises back for the 4 µm/s and 8 µm/s curves and the
local ﬂuctuations reappear, an indication that reannealing occurs approximately at the average
speed imposed by the displacement. In this region there is however a diﬀerent behavior for the
zipping curve at higher velocity : the force vs. displacement curves decrease continuously to
zero. We propose that this decrease corresponds to a regime where the velocity of reannealing
of the molecule is less than the velocity imposed by the stage, i.e. the recombination of the
molecule is not able to catch up with the displacement rate. Even if the motion is reversed
before the AT-rich region has been opened, we observe the same kind of continuous decrease in
the zipping curve for v ≥ 16µm/s (data not shown). This shows that the continuous decrease in
force observed for d < 15µm is not just a consequence of slow reannealing of the AT-rich region.
We also observe that after at most one second, when the molecular construction is completely
unloaded, it is possible to re-open the molecule with the same force level as before, indicating
that reannealing has occurred.
An important characteristic of the type of measurement as presented for example in ﬁg. 6.3, is
the fact that the amplitude of the hysteresis cycle is strongly molecule-dependent as is discussed











Performing measurements on many diﬀerent molecules, we ﬁnd that when a small ∆F vunzip(d)
is observed in the ﬁrst few micrometers of the opening, the construct typically breaks after a
rather small displacement. This strongly suggests the presence of a nick (break in only one of
the strands of the double stranded DNA) : a nick will (i) lead to a breakage when the opening
fork is close to it, and (ii) prevent the transmission of a signiﬁcant mechanical torsion along the
DNA [141]. When unzipping, the unopened part of the molecule is cranked positively at the
opening fork and the rotational friction is responsible for an increase in the opening force while
reversing the motion, rotational friction leads to a decrease in the measured force. The rotational
friction is expected to be dependent on both the angular velocity ω of the cranking motion of
the ds-DNA, and also on the eﬀective rotating length Leff of the molecule. The total length
of the λ DNA molecule is 16.4 µm but the presence of randomly distributed nicks may give a
shorter Leff , unknown, and diﬀerent from one molecule to another. Moreover, Leff decreases
during opening because the opening is coupled to a decrease in the length of the double stranded
DNA. We note Lmaxeff , the eﬀective rotating length at the beginning of the opening.
We focus now on the role of the displacement velocity v. In ﬁg. 6.4 plots of ∆F vunzip(d) and
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displacement velocity v (µm/s)
Fig. 6.4 – The normalized force F v(d)/F 0(d) as a function of displacement velocity v, for three
molecules of diﬀerent lengths. The positive (respectively negative) velocities correspond to unzip-
ping (respectively zipping). Crosses are extracted from the experiment of ﬁg. 6.3 : d
8.4 µm and
Lmaxeff > 9µm because the opening without breaking was performed over this length ; (we estimate
later that Lmaxeff ≈ 12 µm , see ﬁg. 6.5) For negative velocities, the number of data points is li-
mited because of reannealing delay occurring for high velocities (discussed in the text) ; squares :
Lmaxeff 
 3.9 µm (rupture event) and d
2.7 µm ; triangles : unknown eﬀective length and d

2.6 µm. The lines are linear ﬁts of the data corresponding to the squares, for |v| > 4µm/s. The
diﬀerence between the slopes for diﬀerent molecules is attributed to diﬀerent values of Leff .
is ﬁxed for each molecule. The dependence appears to be linear with v for opening and closing.
The slopes of the curves vary from one molecule to the other and is inferred to be an eﬀect of the
length Leff . ∆F vs. v presents a small but rapid variation at low velocity (around a few µm/s),
taking the aspect of an oﬀset. This oﬀset around v=0 doesn’t seem to depend on the eﬀective
length of the molecule ; thus it is not related to rotational friction. We rather interpret this eﬀect
as being related to the sequence dependent local hysteresis that was presented in ﬁg. 6.2.
For a given molecule, Leff decreases during the opening of the double helix and we expect
to see the eﬀect on the force level. In order to avoid confusion with variations in force occurring
because of the eﬀect of the sequence, we have chosen in ﬁg. 6.5 to extract data of ﬁg. 6.3 for a
limited region 6µm < d < 22µm (corresponding to the opening between base pair index 6000
and 22000). In this region extending over 16 µm displacement, the sequence induced variations
in the opening force are relatively small. As presented in ﬁg. 6.5, the force is observed to de-
crease approximately linearly with displacement, an eﬀect that we attribute to the progressively
decreasing length of the molecule that has to rotate. We infer that in the initial stage of opening
of the molecule (see ﬁg. 6.3, for d < 6µm) the progressive rise in force observed for v ≥ 16µm/s
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Fig. 6.5 – A part of a plot of (F v(d)−δF )/F 0(d) from ﬁg. 6.3 ; δF is the oﬀset near v=0 discussed
above. This shows the eﬀect of velocity and length. The corresponding velocities are : black : 2
µm/s ; yellow : 4 µm/s ; red : 8 µm/s ; blue : 16 µm/s ; green : 20 µm/s. The linear ﬁt curves are
obtained using the simple expression : (F v(d)−δF )/F 0(d) = 1+a.v.Leff = 1+a.v.(Lmaxeff −d/3),
with Lmaxeff = 12.2µm and a = 2.3 · 10−3s.µm−2.
is associated with a minimum time necessary for the propagation of the torsional stress down
to the free end of the molecule.
Let us now discuss the various possible frictional eﬀects and the torsional torque τ that the
molecule undergoes in our experiments. During the process of unzipping DNA, one measures the
force F which is applied to one of the two single strands of the DNA ; the same force is applied
to the other single strand. Thus with respect to the opening fork and the local central axis of the
molecule and if one assumes as a rough approximation that the bending stiﬀness of the single
strands give a negligible eﬀect, a torque M = 2F.R is applied where R is approximately the
crystallographic radius of double stranded DNA, taken to be 1nm. In this present unzipping
conﬁguration, the stage is moved laterally at a velocity v while the trap is ﬁxed. Thus with
respect to the laboratory coordinates (i) the liquid in the sample moves at a velocity v and (ii)
the opening fork is predicted to be approximately in the middle of the two attachment points of
the molecule and moves with a velocity v2 . Thus the unopened part of the molecule is pulled at
the opening fork at a velocity v2 . It is then expected that the corresponding part of the DNA is
both twisted as described before, and also partially stretched during the experiment. During the
process of opening or closing DNA, the friction forces which may be relevant are : the rotational
friction of the rotating double stranded DNA, the friction force fbead applied directly to the bead
because of a motion of the ﬂuid, the translational friction force ftransl applied to the molecule
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with a bead radius a = 0.5µm and a ﬂow velocity U = 10 µm/s, fbead = 0.1 pN2. For the DNA,
we take a longitudinal friction coeﬃcient of about 8.10−9 Ns/m as determined in [143] for an
extended λ DNA. Taking a ﬂow velocity U = 10 µm/s, we get f‖ ≈ 0.08 pN. Those translation
friction drag eﬀects are thus negligible as compared to the change in force presented in ﬁg. 6.3.
The measurements are dependent on the eﬀective length of the molecule without nick. We can
estimate the maximum observed torsional torque from ﬁg. 6.3, for d 
 6µm, at v = 20µm/s ; one
gets ∆F 20unzip(6) 
 9 pN. This corresponds to τmax = 2∆F 20unzip(6) ∗R 
 5kBT. The naive model
of a rigid rod following Levinthal and Crane [137] gives : τ = µspinωLeff , where µspin = 4πηR2H
[144], η is the viscosity of water and RH the hydrodynamic radius of DNA taken to be 1.05
nm as estimated in [142]. For ω 
 12000rad/s (corresponding to a displacement velocity of 20
µm/s), and Leff = 12 µm (the estimated value of Lmaxeff , given by the ﬁt of ﬁg. 6.5), the equation
gives : τ 
 0.4kBT.
For reannealing to occur at the same average speed as the displacement velocity, the fric-
tion torque τ should be below the sequence dependent denaturation torque τ0, otherwise a
denaturation bubble would form. This suggests that the denaturation torque sets an upper
limit to the rate of reannealing for a given Leff . In ﬁg. 6.3, this rate limit is reached for
8µm/s < v < 16µm/s ; the corresponding ∆F vzip(d) near d = 12µm give an estimate of the
denaturation torque : 2kBT  τ0  5kBT . Strick et al. [145] have made a single molecule mea-
surement of τ0 (for an AT-rich region of λ DNA, τ0 
 1.3kBT in unsalted phosphate buﬀer).
The denaturation torque analysis thus gives a reasonable order of magnitude.
P. Nelson has reported theoretical torque estimations for a naturally bent semiﬂexible rod
[139]. In this case, the value of the viscous drag torque is then much larger as compared to
the Levinthal-Crane estimation and our measurements ; the equation 3 of ref. [139] gives :
τ ≈ 15000kBT for ω = 12000 rad/s, and Leff = 12 µm. The results of our experiments are
therefore closer to the naive model of a rigid rod. In our experiment, a ﬂow U = v/2 changes
the conﬁguration of the molecule. However, it has been reported both experimentally [146] and
through modelling [147] that a tethered DNA in a uniform ﬂow is not free-draining, up to a ratio
r between extension and length of the molecule of 0.8. Adapting those results for our conﬁgu-
ration with λ DNA we get r 
 0.4 for U = v/2 = 10µm/s. From this, one expects that since
hydrodynamic coupling is such that non-free-draining conditions occur for translation, there
should be no extreme eﬀects of the ﬂow on rotational friction. Nevertheless unzipping experi-
ments with a double trap would be of interest to evaluate by comparison the possible inﬂuence
discussed above. Our present results indicate that the rotational drag undergone by DNA in our
conﬁguration is about 1 kBT per 10 kb DNA at 2000 turns per second, i.e. about 10 times the
value expected for a straight rigid rod.
This work has been funded by CNRS and universite´s Paris VI and Paris VII.
2The distance between the bead and the surface of the sample is typically 2 to 4 µm. The inﬂuence of the solid



















Mesure d’une interaction ADN-prote´ine par
ouverture me´canique de l’ADN
7.1 Introduction
On propose dans ce chapitre une me´thode originale d’e´tude des interactions entre prote´ines
et ADN, par des expe´riences sur mole´cule unique. Le travail pre´sente´ ici est similaire a` celui
publie´ tout re´cemment par Koch et al. [120] en utilisant d’autres prote´ines, mais le traitement
des donne´es y est diﬀe´rent.
Les expe´riences ont e´te´ eﬀectue´es en partie avec Lucile Loiseau. Dans ce chapitre, on utilise
kT comme unite´ d’e´nergie que l’on pose e´gale a` 4 pN.nm
7.1.1 Les endonucle´ases de type II
Les endonucle´ases de type II repre´sentent une classe importante des prote´ines se liant a`
l’ADN et sont donc tre`s e´tudie´es. Elles prote`gent notamment les organismes procaryotes contre
les infections en clivant l’ADN exoge`ne. Elles sont capables de reconnaˆıtre des se´quences de 4 a`
8 bases avec une grande spe´ciﬁcite´, ce qui font d’elles un mode`le pour l’e´tude des interactions
entre prote´ines et ADN. Toutes les endonucle´ases de type II sont des prote´ines homodime´riques,
et sont structurellement tre`s proches les unes des autres. Le magne´sium joue le roˆle de cofacteur
dans la re´action de clivage, et contrairement aux endonucle´ases de type I, celles de types II ne
consomment pas d’ATP. Pour une revue comple`te sur les endonucle´ases de type II, on peut lire
la revue de Jeltsch et Pingoud [129]. Une question importante est de connaˆıtre quel me´canisme
l’enzyme utilise pour trouver son site spe´ciﬁque sur l’ADN : longtemps il a e´te´ propose´ qu’un
grand nombre d’endonucle´ases de type II se de´plac¸aient sur l’ADN par diﬀusion line´aire (glis-
sement ou ”sliding”) [121, 126, 128], mais des travaux re´cents montrent que des cycles (corre´le´s
ou non) d’association/dissociation de site a` site sur la meˆme mole´cule (phe´nome`nes appele´s
”hopping” et ”jumping”) seraient un mode de transfert probable [124, 125] ; les avis sont donc
partage´s sur cette question. Dans les deux cas, la prote´ine trouve l’ADN par diﬀusion dans
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L’autre pan d’e´tude travaux concernant ces prote´ines se rapporte a` la fac¸on dont l’enzyme
se lie sur sa se´quence cible et interagit avec elle, par des e´tudes cristallographiques ou par
observation indirecte de la liaison ou du clivage.
7.1.2 L’enzyme EcoR V
Parmi les endonucle´ases de type II, EcoR V est l’une des plus e´tudie´es. Cette enzyme a pour
se´quence de reconnaissance spe´ciﬁque : GATATC, et coupe celle-ci en son milieu (entre T et
A) : chaque sous-unite´ de la prote´ine coupe un brin de l’ADN. Les structures cristallographiques
montrent que la prote´ine e´tablit e´galement des contacts sur 3 ou 4 bases de chaque coˆte´ du
site cible [130, 122]. Il a aussi e´te´ montre´ que les se´quences adjacentes pouvaient modiﬁer sen-
siblement les constantes d’associations entre l’enzyme et l’ADN (re´fe´rences 17 et 18 de [122]),
observation faite e´galement sur d’autres endonucle´ases de type II [131]. Les structures de la
prote´ine avec diﬀe´rentes se´quences d’ADN (spe´ciﬁques ou non) montrent qu’une courbure de
l’ADN est ne´cessaire pour la reconnaissance du site [122, 123].
Nous avons imagine´ une expe´rience originale sur mole´cule unique dans le but d’e´tudier la
ﬁxation d’EcoR V sur l’ADN. Dans l’expe´rience propose´e, on peut estimer l’e´nergie de dissocia-
tion en mesurant de la force ne´cessaire pour ”e´jecter” l’enzyme par ouverture de l’ADN. Il est
aussi possible de repe´rer les se´quences sur lesquelles les prote´ines sont lie´es. Aﬁn de retarder le
clivage de l’ADN lors de l’expe´rience, du Ca2+ est utilise´ a` la place du Mg2+. En eﬀet, le calcium
est connu pour permettre une liaison spe´ciﬁque sur le site cible (Km de 0.2 mM en pre´sence
de 5 nM Ca2+) en atte´nuant le clivage (au moins d’un facteur 105 [127]). L’inte´reˆt d’une telle
expe´rience est de mesurer directement l’interaction entre la prote´ine et l’ADN.
7.1.3 Conﬁguration
La conﬁguration expe´rimentale est la meˆme que celle expose´e dans la partie pre´ce´dente
en utilisant la meˆme construction mole´culaire, i.e. une construction permettant d’ouvrir une
mole´cule d’ADN. Dans l’expe´rience pre´sente´e ici, on introduit les enzymes EcoR V avant de
proce´der a` l’ouverture d’une mole´cule d’ADN. Lors de cette ouverture, une prote´ine ﬁxe´e sur
l’ADN va e´ventuellement eˆtre capable d’empeˆcher transitoirement la poursuite de l’ouverture.
Dans ce cas (puisque le de´placement de la surface est impose´) la force augmente jusqu’a` ce que
la prote´ine se de´tache (cf. ﬁgure 7.1). La se´quence GATATC n’est pas pre´sente dans les bras



















Fig. 7.1 – Sche´ma pour la de´tection d’une prote´ine lie´ a` l’ADN par ouverture me´canique de la
double he´lice. Quand la fourche d’ouverture arrive au niveau de l’enzyme, cette dernie`re bloque










Tableau 1 : index de bases des sites spe´ciﬁques (GATATC) note´e de 1 a` 5, et des sites
(GTTATC) pre´sentant une aﬃnite´ re´duite (signale´s par le symbole *), dans la se´quence de
l’ADN λ ouverte dans l’expe´rience. Les sites spe´ciﬁques sont note´s de 1 a` 5.
Le lot d’enzymes utilise´ provient de Pharmacia et sa concentration est inconnue. Le tampon
de dilution (TPd) contient 10 mM Tris (pH 8), 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT et 200
µg/µl de BSA ; le tampon de l’expe´rience (TPe) contient 50 mM Tris (pH 8), 100 mM NaCl, 0.1
mM EDTA, 100 µg/µl BSA et 5 mM CaCl2.
En pratique, on de´pose tout d’abord les billes et l’ADN, me´lange´s dans le TPe (150 µl au
total) sur la surface. Quand on trouve une mole´cule d’ADN accroche´e entre une bille et la surface,
on ajoute EcoR V (0.2 µl de prote´ines dilue´e dix fois dans du TPd + 20 µl de TPe). Plusieurs
ouvertures et fermetures sont pratique´es tout en enregistrant le signal de force. Si l’ADN est
coupe´ par l’enzyme, il est possible de rechercher une autre mole´cule et de recommencer la meˆme
expe´rience.
La pre´sence de ”nicks” sur la mole´cule, au niveau de la fourche d’ouverture entraˆıne une
cassure irre´versible de la construction (cf. partie pre´ce´dente). La pre´sence ale´atoire de ”nicks”
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Fig. 7.2 – Signal d’ouverture en pre´sence (courbe du haut) ou en l’absence (courbe du bas)
d’enzyme ; les nume´ro (i) indiquent la positions des cinq sites spe´ciﬁques. Sur l’expe´rience
pre´sente´e, des enzymes occupaient les sites 2 et 5.
se limite ici aux cinq premiers sites sur la se´quence de l’ADN λ.
7.2 Re´sultats
7.2.1 Signal typique de force
Quand la mole´cule d’ADN est ouverte en l’absence d’enzyme, le signal de force correspond
a` des dents de scies autour d’une valeur moyenne de 15 pN [140]. En pre´sence d’EcoR V, des
pics se superposent a` ce signal, d’une valeur tre`s variable : 15 +/- 10 pN, a` des endroits localise´s
sur la se´quence (ﬁgure 7.2). Lors de la fermeture, aucun signal signiﬁcatif est observe´, mais la
re´ouverture imme´diate peut faire apparaˆıtre de nouveaux des pics.
7.2.2 Les se´quences spe´ciﬁques
Dans les travaux pre´ce´dents concernant l’ouverture de la double he´lice, un mode`le the´orique
a e´te´ de´veloppe´ par Bockelmann pour de´crire le signal de force se´quence-de´pendant en fonction
du de´placement impose´ [140]. Il est utilise´ ici pour repe´rer les se´quences sur lesquelles les pics
sont observe´s : en superposant le signal expe´rimental et le signal the´orique on peut, a` 10-15 bases


































Fig. 7.3 – Localisation de la se´quence sur laquelle l’enzyme s’est ﬁxe´e. On a superpose´ le signal
the´orique et deux signaux expe´rimentaux en fonction du de´placement impose´ ; les courbes sont
de´cale´es en ordonne´es pour la clarte´.
proche de la se´quence cible GATATC et jamais ailleurs (mis a` part un pic, voir ci-dessous) : on
suppose donc que les pics correspondent a` une prote´ine ancre´e sur son site cible1. Un exemple
de cette analyse est expose´e sur la ﬁgure 7.3.
Il a e´te´ montre´ qu’EcoR V pouvait se lier sur une se´quence non spe´ciﬁque : GTTATC, avec
une aﬃnite´ tre`s re´duite [122]. Cette se´quence est pre´sente dans l’ADN λ, notamment trois fois
dans la re´gion e´tudie´e (cf. tableau 1). Un pic (sur 32 observe´s au total) a e´te´ de´tecte´ sur le
second site ”e´toile” de la construction, avec une amplitude re´duite.
Le fait que l’on n’observe pas de pics lie´ a` la ﬁxation de l’enzyme sur les se´quences non
spe´ciﬁques indique que : (i) l’enzyme ne re´side pas assez longtemps sur le site pour pouvoir eˆtre
de´tecte´e, et/ou (ii) la force induite pour le de´tachement n’est pas de´tectable dans la conﬁguration
de l’expe´rience (typiquement, les variations de force < 1 pN sont diﬃcilement de´tectables, car
elles correspondent a` la variation du signal en dent de scie en l’absence d’enzyme [140]).
Dans cette expe´rience, les sites explore´s lors de l’ouverture ne sont pas tous occupe´s, signiﬁant
que la concentration d’enzymes n’est pas saturante. Cela permet d’e´tudier la statistique d’occu-
pation des sites (tableau 2). On remarque une inhomoge´ne´ite´ dans le pourcentage d’occupation
qui va de ∼50 % pour le site 4 a` ∼100 % pour le site 5.
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Sites : 1 2 3 4 5 total
Exploration 15 14 11 6 6 52
Occupation (%) 10(67) 10(71) 6(55) 3(50) 6(100) 35 (67)
Tableau 2 : occupation statistique des sites. Le nombre d’explorations correspond au nombre
de fois ou` la se´quence du site a e´te´ ouverte ; le nombre d’occupations correspond au nombre de
fois ou` un pic a e´te´ observe´ sur le site additionne´ au nombre de fois ou` la construction s’est
”casse´e” au niveau de la se´quence cible (quatre fois en tout) ; entre parenthe`se est indique´ le
pourcentage d’occupation par rapport au nombre d’explorations.
7.2.3 La hauteur des pics
Informations sur l’aﬃnite´ de chaque site
La valeur d’un pic est la force ne´cessaire pour e´jecter l’enzyme, et s’ajoute a` la force d’ouver-
ture (cf. ﬁgure 7.2). Cette force supple´mentaire pour e´jecter l’enzyme est note´e Fr par la suite.
La valeur moyenne de Fr est de l’ordre de 15 pN (i.e. l’ordre de grandeur de la force ne´cessaire
pour ouvrir la double he´lice), mais une large variabilite´ est observe´e : les valeurs sont comprises
(sur les sites spe´ciﬁques uniquement) entre 5 et 25 pN (31 pics, ﬁgure 7.4). L’amplitude de
l’unique pic observe´ sur un site non-spe´ciﬁque (le second site ”e´toile”) est de 3 pN. Dans leur
article, Koch et al. ne discutent pas les variations de hauteur des pics, mais on distingue bien
sur les donne´es qu’ils pre´sentent (ﬁgure 2.A de [120]) une variabilite´ comparable a` la notre :
∼5 < Fr < ∼35 pN. Evans et Ritchie [133] ont mode´lise´ la dynamique de rupture d’une liaison
chimique entre deux objets sous contrainte me´canique. Ils proposent que la force de rupture
augmente avec la vitesse de charge (force par unite´ de temps), et que la dispersion de la force
est gaussienne pour des vitesses de charges suﬃsamment grandes. Merkel et al. [134] ont ve´riﬁe´
la validite´ des pre´dictions sur l’e´tude d’une liaison re´cepteur-ligand par Microscopie par Force
Atomique. La dispersion observe´e dans nos expe´riences pourrait donc eˆtre attribue´e a` un eﬀet
purement statistique.
Cependant, dans nos donne´es, la dispersion de la force de rupture s’observe pour un site
donne´, mais e´galement de site a` site : par exemple, les valeurs de Fr/Fouv valent respectivement
0.8 et 1.7 pour les sites 4 et 5. Il est inte´ressant de comparer ces variabilite´s de sites a` sites
aux variations du taux d’occupation de chaque site. Pour un site donne´, on trouve en eﬀet une
corre´lation entre le niveau moyen des pics de force et la fre´quence d’occupation du site. Ceci est
illustre´ sur la ﬁgure 7.5. Cette corre´lation indique qu’il pourrait exister une diﬀe´rence d’aﬃnite´
entre les cinq sites e´tudie´s. Cette hypothe`se reste a` conﬁrmer.
Informations sur la constante de dissociation
Un des inte´reˆts de ce type d’expe´riences est de comparer la constante de dissociation KD
(entre l’ADN et la prote´ine) que l’obtient, avec celles mesure´es par d’autres me´thodes. Cette
constante est relie´e a` l’e´nergie libre de liaison ∆G des deux mole´cules : ∆G = RT lnKD.









































Fig. 7.4 – Rapport entre la force Fr ne´cessaire pour dissocier l’enzyme de l’ADN, et la force
d’ouverture, pour chacun des pics observe´s, en fonctions des sites sur lesquels les pics ont e´te´





ou`, pour un site donne´, [site] de´signe la concentration de sites inoccupe´s, [prote´ine] la concen-
tration de prote´ines libres et [prote´ine-site] la concentration de sites occupe´s. Cette formulation
est juste uniquement a` l’e´quilibre, et est inde´pendante de la hauteur de la barrie`re entre les deux
e´tats. Ce calcul est eﬀectue´ par Koch et al. [120]. Il faut connaˆıtre avec une bonne pre´cision les
concentrations de prote´ines et d’ADN utilise´es. Nous n’avons pas de´termine´ la concentration de
l’enzyme, et il est diﬃcile d’estimer la concentration d’ADN car la construction utilise´e est plus
complique´e que celle de Koch et al., et la quantite´ de constructions ”correctes” a` la ﬁn de la
pre´paration est tre`s infe´rieure a` la quantite´ d’ADN initialement introduite.
L’e´nergie libre de la re´action est aussi un parame`tre important. Certains re´sultats obtenus
sur EcoR V [130] et l’endonucle´ase de type II BamH I [131] sont rassemble´s dans le tableau
suivant2 :
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Fig. 7.5 – Corre´lation entre le niveau de force de rupture moyen (croix) et le pourcentage
d’occupation d’un site (ronds). Les cinq premiers points correspondent aux cinq sites explore´s
dans l’expe´rience et le dernier point a` la moyenne sur les cinq sites. Les barres d’erreur (de´viation
standard) sont associe´es au niveau de force moyen.
EcoR V BamH I
NS : ∆G -17 kT -12 kT
NS : KD 40 nM 8.3 mM
S : ∆G -24 a` -27 kT -22 a` -25 kT
S : KD *0.02-0.002 nM 0.01-0.25 nM
Tableau 3 : constante de dissociation KD mesure´e ou *estime´e pour EcoR V (pH 7.5, 25oC)
et BamH I (pH 7.3, 21 oC), et e´nergie de dissociation ∆G associe´e, obtenues par la relation :
∆G = RT lnKD. ; NS et S de´signent respectivement des sites non spe´ciﬁques et spe´ciﬁques.
Quelle est la relation entre la valeur du pic de force et la constante de dissociation ? Conside´rant
que la force s’exerce sur une distance d correspondant a` l’empreinte de la prote´ine sur l’ADN,
un travail est exerce´ durant l’ouverture de la double he´lice. Sur la ﬁgure 7.6 est repre´sente´e
la forme que peut prendre le potentiel dans ce type de re´action de dissociation. L’application
d’une contrainte me´canique de´forme le potentiel, abaissant la barrie`re d’e´nergie a` franchir pour
s’e´chapper de l’e´tat lie´. Si l’on suppose que le travail fournit constitue la seule forme d’e´nergie
disponible pour franchir la barrie`re, on doit ve´riﬁer : ∆W < −∆G. En supposant que la force
s’applique sur la se´quence spe´ciﬁque de six bases (≈ 2 nm), on obtient une e´nergie :
< ∆W >≈ 15kT (±10).2nm ≈ 7kT (±5)
La valeur moyenne de 7 kT est sans doute sous-estime´e car : (i) elle ne tient pas compte
des contacts sur les se´quences adjacentes, or des travaux indiquent que l’interaction spe´ciﬁque



















Fig. 7.6 – De´formation de l’e´nergie de liaison sous l’eﬀet d’une force [133]. Pour e´jecter l’en-
zyme, il faut fournir un travail ∆W infe´rieur a` ∆G.
ne sont pas optimales : le pH de la solution a notamment une inﬂuence, une baisse du pH
augmentant l’aﬃnite´ pour un site spe´ciﬁque sans modiﬁer celle des sites non spe´ciﬁques3 ; Reid
et al. [130] ont mesure´ une baisse de ∼50 % du KD en variant le pH de 7.5 a` 7.2. Or le pH est
ajuste´ a` 8 dans les expe´riences pre´sente´es ici, contre 7.3 et 7.5 pour les re´sultats reporte´s dans
le tableau 3. En prenant d=13 bases, la gamme 5-25 pN de Fr correspond a` une e´nergie ∆W
comprise entre 5 et 27 kT, ce qui se rapproche des donne´es du tableau 3.
7.2.4 Temps et vitesse
Aucun eﬀet lie´ a` la vitesse d’ouverture n’a e´te´ observe´ dans la gamme 0.5 - 5 µm/s (i.e. 0.5
a` 5 kb ouverts par seconde). On remarque que le ”temps de dissociation” (i.e. le temps mesure´
entre le de´but de la monte´e de force et la chute brutale associe´e a` l’e´jection de la mole´cule), a`
500 b/s de´pend du site : cela est duˆ a` l’e´lasticite´ du simple brin qui rend la construction moins
raide au cours de l’ouverture (cf. ﬁgure 7.2) ; en eﬀet, la force monte d’autant plus vite pour un
de´placement donne´ que le syste`me est raide.
7.2.5 Quelques perspectives
Par cette me´thode et en utilisant une construction adapte´e, on peut envisager d’e´tudier les
eﬀets des se´quences adjacentes. On peut aussi espe´rer apporter des informations sur le mode de
transport de l’enzyme sur l’ADN (diﬀusion ou ”jumping”) en e´tudiant l’occupation statistique
des sites. Enﬁn, on peut appliquer l’expe´rience a` d’autres enzymes se ﬁxant sur l’ADN comme
les prote´ines a` ”doigt de zinc” par exemple.







































L’e´tude par mesure directe de force durant la transcription de l’ARN polyme´rase du bacte´riophage
T7 a permis de de´gager les caracte´ristiques de l’enzyme soumise a` une contrainte me´canique dans
la gamme 5-20 pN. Cette prote´ine constitue un mode`le pour l’e´tude des moteurs mole´culaires.
Le travail eﬀectue´ a permis notamment de conclure que l’avance´e de l’enzyme sur l’ADN est
couple´e a` la ﬁxation du nucle´otide dans le site actif. En particulier, l’e´nergie de´gage´e lors de
l’hydrolyse du NTP n’est donc pas directement utilise´e sous forme d’e´nergie me´canique.
La diminution de la concentration en ion magne´sium agit sur une e´tape qui n’est pas lie´e au
mouvement, et qui est suppose´e eˆtre associe´e a` l’hydrolyse du nucle´otide.
Les re´sultats font apparaˆıtre par ailleurs un eﬀet non Michaelien pour des concentrations en
NTP infe´rieures a` ≈ 50 µM, sugge´rant pour la polyme´rase l’existence de deux e´tats de´pendants
de la concentration en NTP.
Enﬁn, le de´pliement d’une partie du domaine N-terminal de la prote´ine est parfois observe´
durant l’expe´rience. Ce de´pliement stoppe l’avance´e de la polyme´rase de fac¸on re´versible : une
re´duction de la force de charge vers ze´ro piconewton permet en eﬀet la recombinaison du domaine
et la reprise de l’activite´ enzymatique.
Les homologies de se´quences, ainsi que les similitudes dans le me´canisme ge´ne´ral de trans-
cription et les structures tridimensionnelles entre les diﬀe´rentes polyme´rases, a` une ou plusieurs
sous-unite´s, sugge`rent que le me´canisme de translocation est e´galement partage´, ce qui permet
de proposer que pour les polyme´rases en ge´ne´ral, c’est l’e´tape de liaison du nucle´otide dans le
site actif qui est associe´e au mouvement de la polyme´rase sur l’ADN.
L’expe´rience d’ouverture de l’ADN a` diﬀe´rentes vitesses a permis de mettre en e´vidence
l’eﬀet de la friction lors de la rotation de la mole´cule. Dans la conﬁguration utilise´e, les re´sultats
expe´rimentaux indiquent que la friction subit par l’ADN est de l’ordre de 1 kT par 10000 bases
pour une fre´quence de 2000 tours par secondes, i.e. environ 10 fois la valeur estime´e pour une
corde solide et droite. Ce re´sultat est a` replacer dans la proble´matique ”d’action a` distance”
d’une enzyme en rotation sur l’ADN.
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dans l’e´nergie de dissociation, lie´e a` des diﬀe´rences d’aﬃnite´s entre les sites. L’origine de ces




















9.1 Le bacte´riophage T7
Le bacte´riophage (cf ﬁgure 9.1) infecte la bacte´rie E. coli, et produit, par cellule apre`s un
cycle d’infection, environ une centaine de descendants et ceci en ∼25 minutes a` 30◦C. Son ge´nome
qui correspond a` 39937 paires de bases, comporte 56 ge`nes qui codent 59 prote´ines connues. Tous
les ge`nes sont transcrits a` partir du meˆme brin d’ADN, les se´quences codantes occupent 92%
du ge´nome.
On distingue trois classes de ge`nes : ceux de classes I, II ou III. Les ge`nes de classe I sont ceux
qui sont exprime´s les premiers entre 2 a` 8 minutes apre`s l’infection et sont transcrits par l’ARN
polyme´rase d’E. coli : ils permettent de modiﬁer les fonctions de la cellule hoˆte aﬁn de produire
des nouveaux phages. Parmi ces ge`nes, le ge`ne 1 code pour l’ARN polyme´rase de T7. Les ge`nes
de classe II sont transcrits entre 6 et 15 minutes apre`s l’infection par cette ARN polyme´rase de
T7 et servent essentiellement a` la re´plication de l’ADN phagique ; un de ces ge`nes exprime le
Lysozyme de T7, prote´ine qui re´gule l’expression ge´ne´tique du phage. Enﬁn, les ge`nes de classe
III sont exprime´s a` partir de 8 minutes post infection et ce jusqu’a` la lyse de la cellule (environ
25 minutes) ; elles expriment principalement des prote´ines implique´es dans la morphogene`se et
la synthe`se de la capside virale (encapsidation, maturation...).
Les ADN re´plique´s sont encapside´s avec d’autres prote´ines phagiques, le tout est libe´re´ lors
de la lyse brutale de la cellule hoˆte.
9.2 La pre´paration des polyme´rases
Les polyme´rases ”sauvages” ou modiﬁe´es utilise´es pour notre travail ont e´te´ pre´pare´es par
Pascal Lopez. On de´crit ci-dessous les e´tapes de la pre´paration de la prote´ine de fusion ”ARNPT7-
biotine” utilise´e dans les expe´riences pre´sente´es dans le manuscrit. Pour inse´rer une biotine, on
ajoute a` la suite de l’extre´mite´ N-terminale de la prote´ine une se´quence spe´ciﬁque d’acides
amine´s formant une cible reconnue par une prote´ine (la biotine-ligase) qui va biotinyler in vivo
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Fig. 9.1 – Bacte´riophage T7 vu par microscopie e´lectronique. On distingue la teˆte et la courte
queue du phage. Cette dernie`re se ﬁxe sur un re´cepteur membranaire de la cellule hoˆte. L’ADN
encapside´ dans la teˆte est ensuite introduit dans le cytoplasme de la cellule infecte´e.
La pre´paration se de´roule en trois grandes e´tapes : (i) la pre´paration du fragment d’ADN
codant pour l’ARNPT7-biotine, (ii) l’expression puis (iii) la puriﬁcation de la prote´ine.
9.2.1 Pre´paration du fragment codant pour l’ARNPT7-biotine
Le plasmide de de´part est le pHB161. Il contient la se´quence codant pour la prote´ine His-
tagged ARNPT7. La premie`re e´tape consiste a` inse´rer la se´quence codante dans un autre plas-
mide. Pour cela, le pHB161 est coupe´ par BamH I ; le fragment contenant la se´quence codante et
les se´quences adjacentes est re´cupe´re´ et clone´ dans le plasmide pUC19. Ce nouveau vecteur est
appele´ pUCT7RNAP. L’e´tape suivante consiste a` remplacer la se´quence codant le His-tag (12
Histidines) par une se´quence qui permet la ﬁxation de la biotine. Le vecteur pUCT7RNAP est
tout d’abord coupe´ par Nco I et Xba I ; la re´gion enleve´e est remplace´e par deux oligonucle´otides
comple´mentaires codant la se´quence d’acides amine´s suivante : MAGGLNDIFEAQKMEWRLE
(la lysine K souligne´e portera la biotine). Cette se´quence est place´e juste en amont de la se´quence
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9.2.2 Expression
Le plasmide pBio-ARNPT7 contient la se´quence codant pour l’ARNPT7-biotine ainsi qu’un
ge`ne de re´sistance a` un antibiotique 1. Ce plasmide est utilise´ pour transformer la souche E.
coli AVB101 (Avidity, L.L.C.) contenant de´ja` un autre plasmide : un de´rive´ de pACYC184 qui
contient le ge`ne birA qui, en pre´sence d’un sucre (l’IPTG), permet la surexpression de la biotine-
ligase. Cette biotine-ligase est capable de liguer une biotine sur un acide amine´ en reconnaissant
la se´quence d’acides amine´s qui a e´te´ ajoute´e a` l’extre´mite´ N-terminale de l’ARNPT7. La souche
est mise en culture en pre´sence de deux antibiotiques permettant de maintenir les deux plasmides
introduits. Au milieu de l’e´tape de croissance est ajoute´ dans le milieu de culture 1 mM d’IPTG
et 50 µM de biotine. La croissance est prolonge´e trois heures : le ge`ne birA est alors exprime´, et
les biotine-ligases attachent la biotine sur la lysine de la se´quence inse´re´e.
9.2.3 Puriﬁcation
Pour se´parer les ARNPT7-biotine des autres prote´ines, le contenu des souches est passe´ sur
une colonne d’avidine monome´rique (softLink column, Promega) : les ARNPT7 portant une
biotine sont alors retenues sur la colonne. Apre`s lavage, les prote´ines sont ensuite re´cupe´re´es par
e´lution en introduisant de la biotine en exce`s (l’e´quilibre chimique est de´place´ et les ARNPT7
se de´tachent de la colonne) dans le tampon suivant : 50 mM Tris-HCl pH 7.9, 100 mM NaCl, 2
mM EDTA, 0.05% Triton X100, 5% glyce´rol, 20 µg/ml PMSF et 8 mM de biotine.
La prote´ine est ensuite concentre´e par Centricon, puis dialyse´e de fac¸on extensive dans le
tampon d’e´lution sans biotine. Elle est ﬁnalement stocke´e dans 20 mM PB pH 7.7, 1 mM EDTA,
1 mM DTT et 50% glyce´rol par aliquots a` -80◦C.
9.3 Protocoles pour une expe´rience de transcription
9.3.1 Les diﬀe´rentes strate´gies d’attachements spe´ciﬁques et non spe´ciﬁques
Adsorption des complexes
Lors des premie`res expe´riences, on a tente´ d’immobiliser la polyme´rase a` la surface par ad-
sorption. Dans une solution peu sale´e (10 mM NaCl) on a observe´ que la polyme´rase s’adsorbe
sur une surface de verre. Une fois les complexes arreˆte´s de´pose´s sur la surface, on voit en eﬀet des
”e´ve´nements” (billes attache´es a` l’ADN tenu par une polyme´rase adsorbe´e sur la surface) bien
caracte´ristiques (ces e´ve´nements ne sont pas observe´s en pre´sence d’ADN et de billes seuls). Ce-
pendant, l’ajout de nucle´otides pour rede´marrer la transcription fait disparaˆıtre les e´ve´nements
avec une constante de temps de l’ordre de la minute. De plus, aucune activite´ de l’enzyme n’a
e´te´ de´tecte´e meˆme avec une faible contrainte me´canique2.
1L’introduction de l’antibiotique ampicilline permet de se´lectionner les souches de bacte´ries qui ont inte´gre´ le
plasmide
2Il est possible d’observer une transcription en imposant une contrainte me´canique tre`s faible ( 10−2pN) en
maintenant un ﬂux constant dans l’e´chantillon : la bille s’immobilise quand l’ADN est e´tendu ; si la polyme´rase
transcrit, la distance entre le point d’ancrage de la polyme´rase et la bille diminue ; et en observant au microscope
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L’ARNPT7 e´tant une prote´ine a` une sous-unite´, on suppose que l’adsorption sur la surface
la rend incompe´tente3. Cette strate´gie a donc e´te´ abandonne´e.
Attachements spe´ciﬁques
Ces e´checs nous ont conduit a` choisir un attachement spe´ciﬁque. Deux conﬁgurations ont
tout d’abord e´te´ teste´es : une prote´ine de fusion polyme´rase-GFP4 sur surface recouverte d’anti-
GFP, et une prote´ine de fusion polyme´rase-biotine (pre´pare´e suivant le protocole indique´ dans la
partie pre´ce´dente) sur surface recouverte de streptavidine. Ces deux prote´ines ont e´te´ pre´pare´es
spe´cialement par P. Lopez. La seconde conﬁguration pre´sentait un avantage : il nous e´tait pos-
sible de tester l’eﬃcacite´ des surfaces en pre´parant des billes recouvertes d’anti-digoxyge´nine
et d’utiliser les constructions d’ADN λ Dig-Biot portant une biotine a` une extre´mite´ et un
groupement digoxyge´nine a` l’autre extre´mite´. Dans la seconde conﬁguration, il e´tait impossible
d’eﬀectuer ce controˆle car nous n’avions pas de moyen simple d’obtenir une construction d’ADN
portant une prote´ine GFP a` une extre´mite´.
La conﬁguration GFP/anti-GFP n’a donne´ aucun re´sultat, et nous n’avons pas e´te´ capables
d’identiﬁer l’origine de cet e´chec. Cependant, la deuxie`me conﬁguration (streptavidine/biotine)
s’est re´ve´le´e eﬃcace, et c’est donc celle qui a e´te´ adopte´e.
9.3.2 Polyme´rase biotinyle´e sur surface recouverte de streptavidine
Le protocole exact utilise´ dans les expe´riences pre´sente´es dans la the`se est de´crit ci-dessous.
Deux tampons sont utilise´s :
Le tampons 1 (TP1, utilise´ notamment pour l’initiation) :
40 mM Tris-ace´tate pH 7.9, 8 mM Mg ace´tate, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA
et le tampons 2 (TP2) :
40 mM Tris-ace´tate pH 7.9, 8 mM Mg ace´tate, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 50 mM KGlu
Le stock de polyme´rases (24 µM) est conserve´e a` -80◦C dans 20 mM PB pH 7.7, 1 mM EDTA,
1 mM DTT et 50 % glyce´rol. Des aliquots sont ensuite conserve´s a` -20◦C pendant quelques mois.




Cette pre´-dilution est stocke´e sur glace la journe´e. La pre´paration se de´roule ensuite en trois
e´tapes :
1. e´laboration du complexe ADN-polyme´rase arreˆte´ en +15
2. puriﬁcation par centrifugation sur gradient de sucrose
3. de´poˆt sur la surface
3Cette me´thode a e´te´ utilise´e avec succe`s pour l’e´tude de l’ARNP d’E. coli [64, 66].


















9.3. Protocoles pour une expe´rience de transcription 157
Pour obtenir des complexes arreˆte´s, on ne fournit a` la polyme´rase que trois nucle´otides (A,
C, G). Le complexe arreˆte´ en +15 (la seizie`me incorporation demandant un U) n’est stable que
quelques minutes [29]. Pour augmenter cette stabilite´, un raﬃnement empirique a e´te´ trouve´ :
on ajoute dans la solution du me´lange initial (bille + polyme´rase + ADN + 3 NTP) ainsi que
dans le gradient de sucrose, une faible concentration de UDP (10 µM) pour la raison suivante :
la polyme´rase peut accueillir ce nucle´otide diphosphate dans le site actif car c’est un uracile
(UTP) qui est attendu en +16 ; mais l’UDP n’est pas incorporable dans la chaˆıne d’ARN car
non hydrolysable par la polyme´rase. On suppose que l’UDP pourrait maintenir la polyme´rase
dans un e´tat compe´tent, tout en e´tant arreˆte´e. La concentration ﬁnale d’UDP dans le puits
(<4.5 µM) est conside´re´e comme ne´gligeable devant les autres concentrations en nucle´otides.
Des ame´liorations sensibles (particulie`rement le nombre de complexes arreˆte´s qui acceptent de
”repartir” quand on ajoute les quatre nucle´otides) ont e´te´ observe´es dans nos expe´riences avec
cet ajout.
Elaboration du complexe ADN-ARNPT7-bille :
On me´lange :
-0.45 µl TP1 10x
-1 µl de (ATP+GTP+CTP+UDP) a` 2mM chaque.
-1 µl de polyme´rases pre´-dilue´e (∼400 nM)
-1 µl d’ADN a` ∼3 nM
-1 µl de billes (∼105 billes/µl)
On laisse incuber 1 min dans la main.
Puriﬁcation des complexes par centrifugation :
On me´lange les 4.5 µl avec 15 µl de TP1. On de´pose les 20 µl sur un gradient de sucrose a`
5 e´tages :
162 µl a` 7%, 41 µl a` 6%, 5% et 3% de glucose
20 µl a` 1% de glucose, les 7% e´tant au fond du tube.
La solution de sucrose utilise´e est dans du TP1, avec 10µM d’UDP.
On centrifuge 1 min 40 a` 2000 rotations par minutes (RPM) (260-360 m.s−2)
Incubation sous lamelle :
On retire 75 µl de surnageant puis on de´pose les 75 µl suivants sur une surface recouverte de
streptavidine et pre´-mouille´e avec du TP2. On laisse 3 min a` tempe´rature ambiante, puis 1 min
sur le plateau a` 27◦C. On ajoute ensuite aux 75 µl contenus dans le puits 85 µl de TP2 a` 27◦C.
Pour rede´marrer la transcription, on ajoute 10 µl d’une solution concentre´e de NTP.
Remarque : pour les expe´riences dans lesquelles on e´tudie l’inﬂuence du magne´sium (page 93),
on ajoute de l’ace´tate de Magne´sium avec les quatre nucle´otides au moment du ”rede´marrage” de
la transcription arreˆte´e en +15. Ainsi, seule l’e´tape d’e´longation est aﬀecte´e par le changement
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9.3.3 Puriﬁcation des complexes
Dans cette partie, on pre´sente les expe´riences mises en place pour se´parer les ”constructions
entie`res” ADN+ bille + polyme´rase des e´le´ments reste´s libres et geˆnants pour le bon de´roulement
de l’expe´rience (cf 4.1.2). On pre´sente ensuite une mesure originale de la friction longitudinale
de l’ADN.
Ultracentrifugation
Une premie`re me´thode a consiste´ a` se´parer les polyme´rases libres des complexes ADN-
polyme´rase-billes, par ultra-centrifugation. Le me´lange ADN+polyme´rases, apre`s incubation
quelques minutes a` tempe´rature ambiante, est de´pose´ sur un gradient discontinu de sucrose
de 1% a` 13%. On utilise en eﬀet un petit contenant (dimensions) pour l’ultracentrifugation ne
permettant pas l’e´laboration d’un gradient continu. En centrifugeant a` 54000 tours par minute
(325 000 g), on re´cupe`re, au bout de ∼1 heure, au fond du tube, les complexes ADN-polyme´rase
et les ADN libres (PM= 30000 kg/mol), les polyme´rases libres (PM= 97 kg/mol) restant en
surface. Le temps de centrifugation est malheureusement beaucoup trop long devant le temps
de vie d’un complexe arreˆte´ [54].
Puriﬁcation en pre´sence de billes
Pour acce´le´rer la se´paration des complexes et des e´le´ments libres, des puriﬁcations sur les
me´langes ADN-polyme´rase-billes ont e´te´ teste´es. La bille e´tant tre`s lourde devant les masses de
l’ADN et de la polyme´rase, le temps de centrifugation est re´duit. La force de friction s’exerc¸ant
sur la bille est donne´e par la formule de Stockes :
f = 6πηa.v
ou` η est la friction du ﬂuide, a le rayon de la bille et v sa vitesse. La faible valeur du nombre
de Reynolds (≈ 10−5) permet de ne´gliger l’acce´le´ration de la bille. Sa vitesse v est donc toujours
la vitesse d’e´quilibre, obtenue par l’e´galite´ :
F = mg = 6πηav
ou` m est la masse de la bille, et F la force centrifuge applique´e. Pour atteindre une vitesse de
l’ordre de 1cm par min (vitesse pour traverser un eppendorf dans un temps raisonnable du point
de vue de l’expe´rience) dans un liquide a` viscosite´ comparable a` celle de l’eau, il faut appliquer
une force F de l’ordre du pN sur la bille. La masse de cette dernie`re e´tant de l’ordre du pg, une
acce´le´ration :
a = F/m = 1pN/1pg = 1000N/kg ≈ 100g
est ne´cessaire pour atteindre cette vitesse. Cette acce´le´ration peut eˆtre atteinte par des
petites centrifugeuses de laboratoire : il suﬃt de faire tourner l’e´chantillon a` ≈ 1000 rotations
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Cependant, les essais eﬀectue´s sur une telle centrifugeuse n’ont pas e´te´ concluant. En eﬀet,
celles disponibles ne posse`dent pas de bras verticaux : lors de la centrifugation, quand elles
atteignent la paroi du tube, les mole´cules s’y adsorbent et ne longent pas la surface de l’eppendorf.
Pour reme´dier a` ce proble`me, nous avons fait fabriquer des pie`ces a` adapter sur la centrifugeuse :
les tubes sont maintenus par des bras articule´s en position vertical au repos ; sous l’eﬀet de
l’acce´le´ration centrifuge, les bras s’inclinent dans la position horizontale. Ainsi, les billes ont
toujours un mouvement dirige´ dans l’axe du tube et n’ont pas tendance a` se coller sur les parois
late´rales de celui-ci.
La gain est grand : les ADN et polyme´rases libres (ou complexes ADN-polyme´rase sans bille)
restent a` la surface (PM trop petit) et en choisissant les bons parame`tres de temps et de vitesse
de rotation, on se´pare aussi les billes libres des billes attache´es a` l’ADN. En eﬀet, lors de la
centrifugation, la bille, attire´e vers le fond du tube, va entraˆıner l’ADN accroche´ avec elle et
le de´rouler. L’ADN va donc subir lui aussi une force de friction de la part du ﬂuide, sur toute
sa longueur. Cette friction du ﬂuide sur l’ADN s’ajoute a` la friction sur la bille, ralentissant la
vitesse de progression de l’ensemble par rapport a` une bille seule. Dans des conditions optimise´es,
les e´le´ments sans bille sont en surface, les ADN ancre´s aux billes se trouvent dans une fraction
interme´diaire, et les billes seules sont au fond du tube.
friction late´rale exerce´e sur l’ADN
Indirectement, il est donc possible de mesurer la friction late´rale exerce´e le long de l’ADN,
en comparant les vitesses de se´dimentation des billes libres et des billes accroche´es a` l’ADN,
lors d’une centrifugation. Pour savoir ou` ont migre´ les billes apre`s une centrifugation, on pre´le`ve
des fractions du gradient que l’on de´pose sur des surfaces diﬀe´rentes pour chaque fraction, puis
on compte au microscope le nombre moyen de billes observe´e par champs de vue. Pour savoir
si de l’ADN est attache´ aux billes, les fractions sont de´pose´es sur des surfaces recouvertes de
streptavidine qui permettent l’accrochage de l’ADN5 a` la surface. En appliquant un e´coulement
dans l’e´chantillon (cf partie 4.1.2), on compte le nombre d’e´ve´nements ADN-billes ancre´s a` la
surface, pour chaque fraction.
La pre´paration du gradient de sucrose consiste en un empilement de 8 e´tages de sucrose : 41
µl a` 10, 9, 8, 7, 6, 5 et 3%, 20 µl a` 1% de sucrose.
Expe´rience avec des billes seules
Une premie`re expe´rience te´moin de centrifugation avec uniquement des billes permet de (i)
ve´riﬁer qu’il n’y a pas d’e´coulement particulier qui perturbe la migration des billes vers le fond
du tube, (ii) de ve´riﬁer que la friction mesure´e sur la bille correspond a` la friction the´orique.
Les re´sultats d’une centrifugation de 60s a` 3000 RPM sont donne´s dans le tableau suivant.
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fraction volume pre´leve´ nombre de billes
1 140 0 %
2 80 1 %
3 50 3 %
4 50 16 %
5 <50 80 %
Le nombre de billes est donne´ en pourcentage du nombre total de billes observe´es
dans les cinq fractions. La fraction 5 correspond au fond du tube.
La grande majorite´ des billes (80 %) atteint le fond dans la minute. En mesurant la distance
parcourue pour atteindre la fraction du fond, on estime la vitesse6 des billes a` V 3000b ≈ 20mm
/ 60s ≈ 330 µm/s. La vitesse moyenne the´orique, calcule´e en fonction de la distance a` l’axe de
rotation, de la viscosite´ et la densite´ du ﬂuide suivant le pourcentage de sucrose, et de la densite´
the´orique des billes, est ∼300 µm/s a` 10◦C et ∼400 µm/s a` 20◦C. La tempe´rature n’e´tait pas un
parame`tre controˆle´ a` l’e´poque a` laquelle cette expe´rience a e´te´ mene´e. Cependant, le tempe´rature
de la pie`ce e´tant peu e´leve´e et les solutions de sucrose e´tant stocke´es au re´frige´rateur, l’ordre de
grandeur estime´ est tout a` fait satisfaisant.
Expe´rience avec l’ADN
On rapporte dans les deux tableaux suivants les re´sultats de deux expe´riences de centrifu-
gation en pre´sence de billes et d’ADN. La premie`re est eﬀectue´e avec 3000 RPM pendant 60s,
et la seconde avec 1000 RPM pendant 9 minutes. On rappelle que l’on entend par ”e´ve´nement”
l’observation de l’ancrage d’une construction ADN-bille a` la surface.
fraction volume pre´leve´ billes e´ve´nements
1 100 0 0
2 <100 0 0
3 ≈50 40-55 % 0
4 ≈50 15-50 % 0
5 ≈50 15-30 % 0
Apre`s une centrifugation de 60s a` 3000 RPM, on de´pose les diﬀe´rentes fractions du
tubes sur des surfaces pour estimer la quantite´ de billes et la quantite´ de construction
ADN-bille (observation d’un ”e´ve´nement”). La fraction 5 correspond au fond du tube.
Le nombre de billes et d’e´ve´nements sont donne´s en pourcentage du nombre total de
billes et d’e´ve´nements observe´s dans les cinq fractions. Dans cette expe´rience, toutes
les mole´cules d’ADN se sont de´tache´es des billes.
6On adopte la notation V xn ; l’indice n de´signe l’objet : b pour bille et b+ADN pour bille-ADN, et l’exposant
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fraction volume pre´leve´ billes e´ve´nement
1 ≈100 2 % 2 %
2 ≈60 15-25 % 69 %
3 ≈60 15-50 % 11 %
4 ≈60 15-50 % 9 %
5 ≈60 15-25 % 9 %
Meˆme expe´rience avec 1000 RPM pendant 9 minutes. Des e´ve´nements sont observe´s,
en grande majorite´ dans la fraction 2.
Concernant la premie`re expe´rience, on remarque que : (i) les re´sultats diﬀe`rent de l’expe´rience
sans ADN, bien que l’on ait garde´ les meˆmes parame`tres (3000 RPM et 60s de centrifugation) ; (ii)
aucun e´ve´nement n’est observe´ : les ADN ont duˆ se de´crocher avant la ﬁn de la centrifugation.
L’e´talement de la distribution de billes sur les 3 dernie`res fractions peut s’interpre´ter de la
manie`re suivante : les ADN accroche´s aux billes migrent plus lentement que les billes seules ;
mais avec 3000 RPM, la force de friction exerce´e brise les attachement ADN-bille au bout de
quelques secondes ou dizaines de secondes.
Dans la seconde expe´rience, la rotation plus lente est suppose´e garder les attachements ADN-
billes jusqu’a` la ﬁn. En contrepartie, il faut faire migrer plus longtemps (vitesse the´orique de
migration d’une bille libre pour 1000 RPM : 
50 µm/s). L’hypothe`se faite plus haut se conﬁrme :
la majorite´ des e´ve´nements observe´s se trouvent dans une fraction supe´rieure (la deuxie`me), alors
que la densite´ totale de bille n’y est pas maximale ; on observe un e´talement de la distribution
de billes dans les fractions infe´rieures 2 a` 5. On peut estimer la vitesse de migration d’une bille
avec un ADN, en mesurant la distance parcourue pendant les neuf minutes pour aller dans la
fraction 2 : 11µm/s < V 1000b+ADN < 18µm/s.
La force de friction est donc un parame`tre important a` maˆıtriser : elle ne doit pas eˆtre trop
grande et applique´e trop longtemps si l’on veut garder un nombre suﬃsant d’ADN accroche´s
aux billes au sortir de la centrifugation. Pour 1000, 2000 et 3000 RPM, la force exerce´e sur la
bille vaut respectivement : 0.4, 1.5 et 3 pN (formule de Stokes).
On pre´sente maintenant la meˆme expe´rience avec 2000 RPM pendant 2 minutes 15.
fraction volume pre´leve´ billes (%) Eve´nements (%)
1 ≈100 10 19
2 ≈80 41 74
3 ≈60 19 4
4 ≈60 24 0
5 ≈60 6 3
Re´sultats apre`s une centrifugation de 2 minutes 15s a` 3000 RPM. La fraction 5
correspond au fond du tube. Le nombre de billes et d’e´ve´nements sont donne´s en
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Fig. 9.2 – Analyse des diﬀe´rentes fractions pre´leve´es apre`s une centrifugation a` 2000 RPM
pendant 2 minutes 15 : re´partition (en pourcentage) du nombre de billes et d’e´ve´nements
(ADN+bille) suivant la fraction observe´e. Les ADN ancre´s aux billes migrent lentement et se
trouvent dans une fraction supe´rieure (2) ; les billes libres et/ou qui ont perdu leur ADN sont
re´parties dans les fractions suivantes (3, 4 et 5).
Sur la ﬁgure 9.2, on repre´sente les re´sultats de cette expe´rience, repre´sentative des observations
de´ja` faites pour les deux pre´ce´dentes expe´riences.
Ici, on estime la vitesse d’une bille attache´e avec de l’ADN : 37µm/s < V 2000b+ADN < 59µm/s.
Estimation de la force de friction sur l’ADN
Dans les e´quations du mouvement, on ne´glige le terme d’acce´le´ration (voir pre´ce´demment).
Pour une bille seule, on a :
mbg˜ = fb = 6πηa < V RPMb >
ou` fb est la friction exerce´e sur la bille, mb est la masse de la bille, g˜ est l’acce´le´ration
centrifuge, η la viscosite´ du ﬂuide, a le rayon de la bille et < V RPMb > la vitesse d’e´quilibre de
la bille. Dans le cas d’une bille attache´e avec un ADN, on suppose que la friction totale est la
somme des frictions sur la bille (fb) et sur l’ADN (fADN ). Dans ce cas on a :
mb+ADN g˜ = fb + fADN = 6πηa < V RPMb+ADN > +fADN
Or, la masse de la bille est largement supe´rieure a` celle de l’ADN, donc :
mbg˜ 
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On en de´duit :
6πηa < V RPMb >
 6πηa < V RPMb+ADN > +fADN







< V RPMb+ADN >
− 1
Les valeurs de < V RPMb > sont estime´es a` partir de la valeur mesure´e sur la premie`re
expe´rience avec les billes seules. Pour 1000 RPM, on calcule alors : 1.1 < fADNfb < 2.5, et pour
2000 RPM : 1.6 < fADNfb < 3.1. On en de´duit :
1.6  fADN
fb
= κ  2.5
D’apre`s Meiners et Quake [143], pour un ADN λ e´tire´, la friction longitudinale vaut :
fMeiners = 8 · 10−9.Vflux
ou` Vflux est la vitesse du ﬂux impose´e, i.e. la vitesse de se´dimentation pour notre expe´rience.
La formule ge´ne´rale de Cox [72] donne la friction longitudinale d’un polyme`re de rayon R et




Soit pour l’ADN λ (L=16.4 µm, R=1 nm), et prenant η 
 1 · 10−3kg.m/s :
fCox 
 20 · 10−9.Vflux
D’apre`s l’expe´rience de centrifugation, on a : fADN = κ.6πηa.Vflux, soit :
15 · 10−9Vflux < fADN < 24 · 10−9Vflux
Dans les trois cas les ordres de grandeur sont comparables. Les re´sultats obtenus sont plus
proches des pre´visions the´oriques ge´ne´rales de Cox que des re´sultats expe´rimentaux de Meiners
et Quake. Une critique peut eˆtre adresse´e au raisonnement tenu jusqu’ici : il a e´te´ implicitement
suppose´ depuis le de´but qu’une seule mole´cule d’ADN s’accrochait par bille. Comment peut-on
en eˆtre suˆr ? Les expe´riences a` 1000 et 2000 RPM fournissent les meilleurs arguments : les ADN
accroche´s aux billes se trouvent dans une fraction supe´rieure, et toutes les billes des fractions
infe´rieures sont libres. Or, s’il y avait plusieurs ADN par billes, on attendrait une distribution
e´tale´es des billes accroche´es aux ADN sur plusieurs fractions. Des ”e´ve´nements” devraient donc
eˆtre observables sur plusieurs fractions. De plus, la probabilite´ que n ADN soient attache´s a` une
bille est supe´rieure a` la probabilite´ qu’il y en ait n+1 : les billes avec n ADN migrant plus vite
que les billes a` n + 1 ADN, la plus basse des fractions ou` sont observe´s des e´ve´nements doit
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Fig. 9.3 – Sche´matisation des trois fractions pre´leve´es apre`s la centrifugation ; Ni repre´sente le
nombre de moles de nucle´otides se trouvant dans la fraction i, Ci la concentration de nucle´otides
dans cette fraction et Vi le volume de la fraction. Pour de´terminer la quantite´ de nucle´otides
dans chaque fraction, on pre´le`ve 5 µl de chaque fraction dont on mesure ensuite le taux de
radioactivite´.
observe´s d’autres part. Il est donc tout a` fait probable que l’unique fraction ou` l’on observe les
majorite´ des e´ve´nements corresponde a` la fraction des billes a` un ADN.
Controˆle des imperfections e´ventuelles de la puriﬁcation
Dans ce paragraphe on pre´sente une expe´rience de controˆle prouvant que les nucle´otides sur-
nageants de´pose´s sur le gradient de sucrose ne migrent pas par un phe´nome`ne incontroˆle´ (et non
de´sire´) dans les fractions infe´rieures. Pour ve´riﬁer s’il existe de telles ”fuites” lors de l’ope´ration
de centrifugation, trois tests ont e´te´ mene´s dans les conditions de l’expe´rience de transcription,
en utilisant des nucle´otides radioactifs. Le principe est de mesurer apre`s centrifugation le taux
de radioactivite´ dans les diﬀe´rentes couches du gradient de sucrose.
Dans les trois tests on me´lange (pour la composition du tampon 1 et de la pre´-dilution de
polyme´rase, voir page 156) :
-0.45 µl TP1 10x
-1 µl de (ATP+GTP+CTP+UDP) a` 2mM chaque.
-1 µl de dilution de polyme´rase pre´-dilue´e (∼400 nM)
-1 µl d’ADN a` ∼3 nM
-1 µl de billes (∼105 billes/µl)
-0.5 µl de dATP-33P pour le test 1 et 1 µl de dATP33P pour les tests 2 et 3.
Le protocole concernant la centrifugation qui suit est de´crit page 157. On re´cupe`re ensuite
trois fractions : les 75 µl surnageants (fraction 1), les 75 µl suivants (fraction 2) et le reste du
gradient, soit ≈ 200 µl (fraction 3). On de´pose 5 µl de chaque fraction sur une membrane de
nylon qui est ensuite expose´e ∼3 minutes sur une plaque qui mesure le rayonnement e´mis.
Un volume v issu d’une fraction i contient ni moles de dATP marque´s. On de´ﬁnit xi, la
proportion de dATP-33P se trouvant dans le volume v pre´leve´ : xi se de´duit de la mesure
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Au de´part, la quantite´ totale de NTP (non marque´s) est :
Ntot =
∑
Ni = 2 mM.1 µl













 2 mM.1 µl
75x1 + 75x2 + 180x3
Les tests 1 et 3 donnent : (x1, x2, x3) = (0.94; 0.01; 0.05) et le test 2 donne : (x1, x2, x3) =
(0.91; 0.04; 0.05). Dans chaque cas on de´termine α, et on en de´duit la concentration dans la
fraction 2 (celle qui est de´pose´e sur l’e´chantillon) ; on calcule C2= 0.25 µM pour les tests 1 et 3
et C2= 1 µM pour le test 2.
Lors de l’expe´rience, les 75 µl de la fraction de´pose´e sont ensuite dilue´s dans 170 µl (cf
protocole page 157). La concentration totale des nucle´otides ayant ”fuit” est donc comprise
entre 0.1 µM et 0.45 µM au ﬁnal dans le puits. Ces concentrations sont ne´gligeables devant les
plus petites utilise´es (10 µM [NTP]).
9.4 Pre´parations des constructions d’ADN
Les de´tails de la construction d’ouverture sont expose´s dans la re´fe´rence [119].
Les principes de la construction utilise´e pour e´tudier la transcription sont illustre´s sur la ﬁr-
gure 9.4. Le mate´riel de de´part est l’ADN λ qui contient environ 48 kb (∼16 µm), qui pre´sente
la particularite´ d’avoir 12 bases comple´mentaires non apparie´es a` ces deux extre´mite´s. Ces deux
”prolongements” simple brin sont utilise´s pour hybrider d’un coˆte´ un oligonucle´otide (oligo) por-
tant un groupement digoxyge´nine (oligo Dig), et de l’autre deux oligos contenant une se´quence
d’initiation de l’ARNPT7.
Les se´quences des oligos A et B formant le promoteur, ainsi que celle de l’ologo Dig sont :
Oligo Dig :
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Fig. 9.4 – Sche´matisation de la construction utilise´es dans les expe´riences de transcription.
Oligo B :
5’ aggtcgccgccc︸ ︷︷ ︸ aaaccgttgtggtctcc+1c tatagtgagtcgtattaatttc 3’
Les bases de l’oligo A s’hybridant pour former une e´pingle a` cheveux sont souligne´es. Les 12
bases comple´mentaires de l’extre´mite´ du λ sont indique´es par des accolades.
Dans un premier temps, l’ADN λ est me´lange´ avec un exce`s de 30 pour 1 d’oligos A et B :
40µl de λ 0.25 µg/µl
0.5µl d’oligo A 2·10−5M
0.5µl d’oligo B 2·10−5M
4.7µl de tampon de ligase
Le me´lange est fait a` 65◦C, puis refroidit jusqu’a` tempe´rature ambiante (en ∼4 h). Suit une
e´tape de ligation de 2 heures a` tempe´rature ambiante :
1µl de ligase NEB 400 u/µl
0.5µl ATP 100 mM
La ligase est ensuite inactive´e en portant le me´lange a` 65◦C pendant 10 minutes.
Pour la seconde hybridation, on utilise un ratio de 90 :1 entre l’oligo Dig et l’ADN en ajoutant
au me´lange :
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Le me´lange a lieu a` 65◦C et on laisse refroidir a` tempe´rature ambiante. Une dernie`re ligation
a lieu dans les meˆmes conditions que la premie`re, suivie de l’inactivation de la ligase. Le me´lange
est ensuite ﬁltre´ par ”Microcon 100” (4 passages de 400 µl de Tris-EDTA a` 500g).
La solution est ensuite stocke´e dans du Tris-HCl. De l’ADN est perdu lors du ﬁltrage ; la
concentration ﬁnale dans le tube est estime´e par spectroscopie optique a` 3 nM. Cependant, il n’y
a aucune garantie que tous les ADN λ aient re´agit avec les oligos pour former des constructions
compe´tentes.
9.5 Pre´paration des surfaces et des billes
Les e´tapes de pre´paration des surfaces sont de´crites dans [119]. Les principes sont les sui-
vants : on proce`de a` une polyme´risation ale´atoire formant des chaˆınes line´aires compose´es d’acide
male´ique et d’acrylamide. La polyme´risation est radicalaire et fait intervenir les doubles liaisons
des mole´cules de de´part. La surface est elle-meˆme fonctionnalise´e avec un silane pre´sentant une
double liaison : on obtient ainsi une surface fonctionnalise´e avec des polyme`res hydrophiles conte-
nant des groupements carboxyliques. On proce`de ensuite a` une re´action standard de couplage
entre ces acides et les groupements amines (par exemple le radical de la Lysine) d’une prote´ine.
On peut donc obtenir une surface fonctionnalise´e avec de la streptavidine ou un anticorps dirige´
contre la digoxyge´nine.
Les e´tapes de la pre´paration des billes sont les meˆmes, mais elles sont eﬀectue´es de manie`re
diﬀe´rentes pour certaines d’entres-elles. Pour la silanisation, on utilise une technique de soni-
cation ; les rinc¸ages s’eﬀectuent en centrifugeant a` plusieurs reprises la solution de billes en
augmentant chaque fois le volume avec le tampon de´sire´. Le protocole d’activation des groupe-
ments carboxyl utilise´ pour les surfaces ne convient pas aux billes car le temps de vie court de
l’e´tat active´ ne permet pas de rincer la solution de billes : l’activation est alors eﬀectue´e avec du
glutaralde´hyde sur 24 heures a` 37◦C.
9.6 Rappels sur la structure des prote´ines
Les prote´ines sont constitue´es d’un enchaˆınement d’acides amine´es (ou re´sidus). Ils en
existent 20 diﬀe´rents. Les acides amine´s se caracte´risent par la pre´sence d’un groupement car-
boxyl a` une extre´mite´ et celle d’un groupement amine a` l’autre extre´mite´. Chaque acide amine´
est diﬀe´rencie´ suivant son radical. La formule ge´ne´rale d’un acide amine´ est donc -CO-CHR-NH-,
R de´signant le radical. Sur la ﬁgure 9.5 est repre´sente´e la glycine, dont le radical est simplement
un atome d’hydroge`ne.
Les acides amine´s s’assemblent en formant une liaison peptidique -CONH- : une re´action de
polyme´risation entre la partie acide et la partie amine de deux acides amine´s. Sur la ﬁgure 9.6
est repre´sente´e la liaison peptidique entre deux acides amine´s.
Les deux extre´mite´s d’une prote´ine sont diﬀe´rentiables : l’une se termine par un groupe
acide, et l’autre amine ; on les appelle pour cela respectivement extre´mite´ C-terminale et N-
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Fig. 9.5 – Formule de la Glycine.
Fig. 9.6 – Formation d’une liaison peptidique entre deux acides amine´s.
par convention le sens positif.
La se´quence d’acides amine´s d’une prote´ine constitue la structure primaire de la prote´ine.
Les acides amine´s peuvent interagir au niveau de la liaison peptidique en formant des liaisons
hydroge`ne entre l’oxyge`ne de l’extre´mite´ acide et l’hydroge`ne du groupe amine. Ces interactions
conduisent principalement a` deux type de structures :
1. Les he´lices α : elle est droite et compacte (elle ne permet pas l’intrusion d’une mole´cule
e´trange`re sur son axe, meˆme une mole´cule d’eau. Elles sont relativement courtes (12 acides
amine´s en moyenne). Le pas de l’he´lice est de 0.54 nm.
2. Les feuillets β : ces structures s’e´tablissent entre deux segments ou plus d’acides amine´s.
On distingue les feuillets paralle`les et antiparalle`les, suivant l’orientation des segments.
La formation de ces deux types d’arrangements ainsi que d’autres moins courants de´pend
de la se´quence d’acides amine´s, et sont stabilise´s par des ponts hydroge`ne. Ils constituent la
structure secondaire de la prote´ine. Les radicaux des acides amine´s peuvent eux aussi interagir :
la prote´ine prend alors une forme tridimensionnelle ; ces arrangements constituent la structure
tertiaire. Enﬁn, les interactions entre les diﬀe´rentes unite´s de la prote´ine constituent la structure
quaternaire, donnant la conformation de´ﬁnitive de la prote´ine.
Une augmentation de la tempe´rature ou la pre´sence d’un agent de´naturant (ure´e, chlorure
de guanidinium) de´stabilisent certaines liaisons des diﬀe´rents niveaux de structure et peuvent
changer la conformation d’une prote´ine. De meˆme la liaison avec un ligand, mole´cule de petite
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et son fonctionnement (c’est la base du principe d’alloste´rie). La structure d’une prote´ine est
donc de´termine´e par sa se´quence d’acides amine´s, l’inﬂuence du solvant et l’association e´ventuels
de cofacteurs.
9.7 Codes des acides amine´s
A chaque acide amine´ correspond deux codes : un code d’une lettre et un code de trois lettre,
dont les correspondances sont indique´es dans le tableau suivant :
Symbole Code 3c Acide Amine´
A Ala Alanine
C Cys Cyste´ine
D Asp Acide Aspartique

















Les acides amine´s peuvent se classer suivant leur radical : il existe des re´sidus neutres, acides
ou basiques ; on peut de´ﬁnir un niveau d’hydrophobie ou d’hydrophilie ; certains radicaux sont
des cycles aromatiques (Tyr, Trp, Phe, His), etc...
9.8 De´ﬁnitions des termes statistiques utilise´s
On conside`re N mesures d’une quantite´ X. La moyenne de X est note´ < X >. On de´ﬁnie
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DS de´signe la de´viation standard, et ESM l’erreur standard sur la moyenne. Ces quantite´s
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Nous avons re´alise´ une expe´rience a` l’e´chelle de la mole´cule unique pour e´tudier l’influence d’une force
me´canique sur la transcription par l’ARN polyme´rase du phage T7. Cette enzyme, prototype de moteur
mole´culaire, est tre`s processive et partage des homologies avec les membres de la famille Pol I incluant
la transcriptase inverse du VIH 1. Une extre´mite´ de l’ADN a` transcrire est tenue par une polyme´rase
fixe´e sur une surface, l’autre extre´mite´ est attache´e a` une bille microscopique capture´e a` l’aide d’un
pie`ge optique interfe´rome´trique qui permet de mesurer la force de´veloppe´e durant la transcription. Des
mesures de vitesse de transcription ont e´te´ re´alise´es dans la gamme 5-20 pN, a` diffe´rentes concentrations
en nucle´otides (NTP). On observe que la diminution de la concentration en NTP, qui rend l’e´tape de
liaison du nucle´otide dans le site actif limitante, fait apparaˆıtre une de´pendance marque´e de la vitesse a` la
force, alors que les hautes concentrations en NTP rendent la polyme´rase insensible a` la force. On en de´duit
que le mouvement d’avance´e de l’enzyme le long de l’ADN est couple´ a` la fixation du nucle´otide dans le
site actif. Ainsi l’e´nergie d’hydrolyse n’est pas directement convertie en e´nergie me´canique. Les homologies
entre polyme´rases sugge`rent que ce me´canisme est e´galement partage´, ce qui permet de proposer que pour
les polyme´rases en ge´ne´ral, l’e´tape de fixation du nucle´otide dans le site actif est couple´ au mouvement
sur l’ADN.
Nous avons e´galement mene´ un autre type d’expe´rience en mesurant la force lors de l’ouverture
me´canique de la double he´lice d’ADN, qui a permis de de´terminer la friction exerce´e sur l’ADN en
rotation.
La configuration d’ouverture de l’ADN a e´te´ e´galement utilise´e pour e´tudier l’interaction d’une
prote´ine, EcoR V avec l’ADN. L’analyse des re´sultats a mis en e´vidence une grande variabilite´ dans
l’e´nergie de dissociation, lie´e a` des diffe´rences d’affinite´s entre les sites de reconnaissance spe´cifiques de
l’enzyme.
Mot cle´s : ADN, transcription, ARN polyme´rase de T7, mole´cule unique, moteur mole´culaire, ouver-
ture, pie`ge optique, friction, rotation, EcoR V.
We have performed single molecule experiments to measure the influence of mechanical force on a
transcribing T7 RNA polymerase. This motor enzyme is highly processive, and structurally very related to
Pol-I family including HIV 1 reverse transcriptase. One end of the template DNA is held by a polymerase
anchored to a surface, the other end is attached to a microscopic bead which is captured by an optical
trap that measures the force developed during transcription. We report velocity measurements performed
with an applied force in the range 5-20 pN, and at different nucleotide concentrations. The nucleotide
binding step in the catalytic cycle is limiting when lowering NTP concentration. We observe at low NTP
concentration that the velocity of the enzyme becomes markedly force-dependent, whereas it is not at
saturant NTP concentration. We deduce that the forward motion of the polymerase along DNA occurs
upon nucleotide binding in the beginning of the reactions cycle. The energy of NTP hydrolysis is thus not
directly used as mechanical energy. Homologies among polymerases suggest that translocation mechanism
is also shared. Thus we propose that for polymerases in general, nucleotide binding is associated to forward
motion.
We performed another type of single molecule experiment by measuring the force during the mecha-
nical opening of DNA. It allowed us to determine the rotationnal drag undergone by a rotating DNA
molecule.
This DNA unzipping configuration has also been used to study the interaction between EcoR V
protein and DNA. The dissociation energy shows a large variability linked to different affinities of the
target sites of the enzyme.
Key words : DNA, transcription, T7 RNA polymerase, single molecule, unzipping, optical tweezers,
rotionnal drag, EcoR V.
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